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A enzima ácido graxo sintase (FASN), responsável pela síntese 
endógena de ácidos graxos, apresenta elevada expressão em vários tipos de 
cânceres sendo necessária para a proliferação e sobrevivência das células 
malignas. O triclosan é um agente antibacteriano que inibe a atividade de FASN, 
podendo apresentar ação quimioterapêutica. O objetivo deste estudo foi avaliar as 
consequências da inibição de FASN pelo triclosan sobre os índices de 
proliferação, apoptose e produção das proteínas FASN, ErbB2, p27 e Skp2 pelas 
células SCC-9, derivadas de CECs bucais humanos, bem como verificar o efeito 
do triclosan durante a carcinogênese induzida pelo 4-NQO. A citometria de fluxo 
mostrou que o triclosan inibiu a proliferação das células SCC-9, com diminuição de 
80% da fase S, e causou aumento da apoptose das células tratadas com 5 μM e 
10 μM durante 48h. Os ensaios de western blotting revelaram aumento de FASN, 
discreta diminuição de ErbB2, aumento gradativo de p27 e diminuição de Skp2 
nas células tratadas por 24h. Camundongos BALB/c foram tratados com 1000 
p.p.m de triclosan na dieta, após e simultaneamente ao tratamento com 4-NQO. 
Após 28 semanas os camundongos tratados com triclosan após e 
simultaneamente ao 4-NQO apresentaram menor incidência de CECs em língua, 
50% e 10% respectivamente, enquanto no grupo controle (4-NQO) a incidência foi 
de 100%. Os grupos tratados com triclosan e 4-NQO simultâneos por 24 semanas, 
não apresentaram CECs, enquanto no grupo controle a incidência de CECs foi de 
40% (p = 0,01). A imunoistoquímica sugeriu menor expressão de FASN, ErbB2, 
Ki-67 e maior expressão de p27 nas displasias e CECs dos camundongos tratados 
com triclosan quando comparados aos controles (p = 0,05). Estes resultados 
sugerem que o bloqueio de FASN pelo triclosan pode ser uma alternativa 
quimiopreventiva e quimioterapêutica para os CECs bucais, reforçando os 
achados prévios de que os inibidores de FASN possuem ação antitumorigênica. 
 





Fatty acid synthase (FASN), the enzyme responsible for endogenous 
synthesis of fatty acids, presents overexpressed in several types of cancers being 
required for proliferation and survival of malignant cells. Triclosan is an 
antibacterial agent which inhibits the activity of FASN and can present 
chemotherapeutic action. The aim of this study was to assess the consequences of 
FASN inhibition by triclosan on the proliferation, apoptosis and production of FASN 
protein, ErbB-2, p27 and Skp2 by SCC-9 cell line derived from human oral 
squamous cell carcinoma, and evaluates the effect of triclosan during 
carcinogenesis 4-NQO-induced in mice. Flow cytometry showed that triclosan 
inhibited the proliferation of SCC-9 cells, and there was 80% reduction of S phase, 
and increased rates of apoptosis of cells treated with 5 μM and 10 μM by 48 hours. 
Western blotting assays revealed increase in FASN, mild reduction of ErbB2, 
gradual increase of p27, and decrease of Skp2 in cells treated for 24 hours. In the 
murine model BALB/c mice they were treated with 1000 p.p.m of triclosan dietary, 
simultaneously and after treatment with 4-NQO. Over a period of 28 weeks the 
mice treated with triclosan post and simultaneously treatment with 4-NQO showed 
lower incidence of tongue carcinomas, 50% and 10% respectively. In the control 
group (4-NQO) all mice developed carcinomas. The mice treated with 
simultaneously triclosan and 4-NQO by 24 weeks did not develop carcinomas, 
whereas in the control group the incidence of carcinomas was 40% (p = 0.01). 
Immunohistochemical suggested lower expression of FASN, ErbB-2, Ki-67, and 
higher expression of p27 in dysplasia and carcinomas of mice treated with triclosan 
when compared to controls (p = 0.05). These results suggest that blockade of 
FASN by triclosan may be an alternative for chemoprevention and chemotherapy 
of oral SCC supporting previous findings that inhibitors of FASN have 
antitumorigenic action. 
 
Key words: Squamous cell carcinoma, Fatty acid synthase, Triclosan. 
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O câncer bucal está entre as oito neoplasias malignas mais comuns, 
sendo diagnosticados cerca de 275.000 novos casos por ano, no mundo. O 
carcinoma espinocelular (CEC) é o tumor maligno mais frequente na região de 
cabeça e pescoço, representando 90% de todos os casos. Apesar dos avanços na 
oncologia nas últimas décadas, o CEC bucal ainda apresenta alta taxa de 
mortalidade associada principalmente ao fato de que a maioria dos casos são 
diagnosticados em estágio avançado (Scully & Bagan, 2009; Warnakulasuriya, 
2009). Portanto, faz-se necessário desenvolver novos métodos de detecção 
precoce e novas estratégias terapêuticas para os CECs bucais (Warnakulasuriya, 
2009; Sun et al., 2010). 
Para se estabelecer uma estratégia eficaz na terapia molecular do 
câncer é essencial identificar aspectos característicos da doença e descobrir 
formas de atingí-los seletivamente. Alterações do metabolismo são um dos 
aspectos importantes no câncer (Mashima et al., 2009), uma vez que as células 
neoplásicas malignas apresentam aumento da glicólise anaeróbica, alto consumo 
de energia na síntese protéica e de DNA e elevada síntese endógena de ácidos 
graxos. O alto índice de proliferação, faz com que essas células tenham produção 
contínua de ácidos graxos para a síntese de membranas, a liberação de energia 
através da β-oxidação lipídica e para a realização de modificações protéicas pós-
traducionais (Warburg, 1956; Menendez & Lupu, 2007). 
Ácido graxo sintase (FASN) é a principal enzima responsável pela 
síntese endógena de ácidos graxos saturados de cadeia longa. Em células 
normais (exceto fígado, mama durante a lactação, endométrio na fase 
proliferativa, pulmão fetal e tecido adiposo) a atividade de FASN é baixa porque 
estas células tendem a utilizar os ácidos graxos provenientes da dieta. 
Contrariamente, as células malignas utilizam ácidos graxos endógenos para 
biossíntese da membrana (Kuhajda, 2000), razão pela qual a inativação da FASN 
resulta em efeito anticâncer (Pizer et al., 1996a). Células de câncer de próstata, 
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mama e ovário quando tratadas com inibidores específicos de FASN apresentam 
tanto diminuição na síntese de ácidos graxos, como bloqueio na replicação do 
DNA, diminuição da proliferação celular e aumento da apoptose (Pizer et al., 
1996a; Pizer et al., 1996b; Li et al., 2001). A inibição de FASN pela cerulenina 
causa diminuição na proliferação das células derivadas de CECs bucais humanos 
(Agostini et al., 2004) e reduz a síntese de ácidos graxos em tecidos de CECs 
bucais (Guo et al., 2003). 
O triclosan é um agente antibacteriano utilizado em cremes dentais, 
enxaguatórios bucais, desodorantes, sabonetes e cremes dermatológicos 
(Bhargava & Leonard, 1996), que bloqueia a atividade de FASN pela inibição do 
domínio enoil-redutase (McMurry et al., 1998). O triclosan apresenta efeito inibidor 
sobre a atividade de FASN em linhagens de células de câncer de mama, sendo 
visto como um possível agente quimioterapêutico (Liu et al., 2002). Existem 
apenas dois estudos que avaliaram a possível ação antitumorigênica do triclosan, 
ambos relacionados ao câncer de mama (Liu et al., 2002; Lu & Archer, 2005). 
Essa pesquisa tem como objetivo estudar os efeitos da inibição de FASN pelo 
triclosan na proliferação, apoptose e produção das proteínas FASN, ErbB2, p27Kip1 
e Skp2 em linhagens de células SCC-9 derivadas de CEC bucal, bem como 
avaliar a inibição de FASN pelo triclosan na carcinogênese bucal induzida pelo 4-











2. REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1. Carcinoma espinocelular bucal 
 
O câncer bucal tem sido considerado um problema de saúde pública 
em muitas partes do mundo. As maiores incidências ocorrem na Índia, Paquistão, 
Sri-Lanka e Taiwan. No sudeste da Ásia o câncer bucal representa 25% de todos 
os novos casos de câncer, enquanto nos países ocidentais varia de 1,6 a 5,3%. É 
relativamente comum em algumas regiões da França (Warnakulasuriya, 2009). No 
Brasil, de acordo com o último levantamento oficial (INCA, 2009) a incidência é de 
15%, sendo que a estimativa para 2010 é de 14.120 novos casos (10.330 homens 
e 3.790 mulheres), correspondendo ao quinto tipo de câncer mais comum em 
homens e o sétimo em mulheres. 
O carcinoma espinocelular (CEC) corresponde a mais de 90% de todos 
os tumores malignos da cavidade bucal e orofaringe (Johnson et al., 2005), sendo 
mais frequente em indivíduos do sexo masculino, com idade acima de 45 anos, 
podendo ocorrer eventualmente em indivíduos com menos de 30 anos 
(Siriwardena et al., 2006). Tem sido observado aumento significativo do número 
de casos em pacientes jovens, principalmente homens de países da Europa 
Ocidental (Llewellyn et al., 2001), e em pessoas abaixo de 20 anos, condição 
extremamente rara (Chow et al., 2007). O papel da exposição aos fatores de risco 
nesta faixa etária é controverso, excetuando-se crianças anteriormente 
submetidas à quimioterapia, radioterapia ou transplante de medula óssea, nas 
quais o CEC de cabeça e pescoço é a segunda neoplasia primária mais comum 
(Salum et al., 2006; Chow et al., 2007). Alguns estudos sugerem a existência de 
instabilidade genética como um fator predisponente ao CEC bucal em pacientes 
jovens (O’Regan et al., 2008). 
A língua é a localização mais comum dos CECs intrabucais, 
abrangendo 40% a 50% dos casos. Outras localizações incluem assoalho bucal, 
palato mole e gengiva (Warnakulasuriya, 2009). Lesões avançadas iniciadas em 
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assoalho bucal podem também envolver a língua e dificultar o reconhecimento do 
sítio primário (Johnson et al., 2005). A localização em dorso lingual é rara 
(Coombes et al., 2008). 
O CEC bucal apresenta maior prevalência em homens devido ao maior 
consumo de tabaco e álcool. Entretanto, tem sido observada diminuição 
significativa na proporção mundial homem:mulher, provavelmente devido à adoção 
desses hábitos também pelas mulheres (Johnson et al., 2005). Como reflexo 
dessa situação, estudo epidemiológico realizado no Reino Unido demonstrou 
aumento significativo na incidência de câncer bucal entre homens e mulheres, 
com índices de 18% e 30%, respectivamente (Conway et al., 2006). 
O tabaco quando fumado ou mascado, libera uma mistura complexa 
composta de pelo menos 50 substâncias carcinogênicas, dentre elas os 
hidrocarbonetos aromáticos incluindo o benzilpireno, nitrosaminas, aldeídos e 
aminas aromáticas. Estas substâncias modificam o ácido desoxirribonucléico 
(DNA), provocando mutações, rupturas cromossômicas e recombinações 
genéticas. O acúmulo destas alterações, particularmente nos genes que regulam o 
crescimento, diferenciação e morte celular, a estabilidade e reparo do DNA, 
podem resultar ou contribuir para o desenvolvimento do câncer (Hecht, 2004). 
Apesar dos progressos nos métodos terapêuticos nos últimos 20 anos, 
não se observou melhora nas taxas de sobrevida do CEC bucal (50% a 55%), 
especificamente o de língua, principalmente devido à presença de complicações 
loco-regionais mesmo nos estágios iniciais da doença (Shiboski et al., 2005; Sano 
& Myers, 2007). Os baixos índices de sobrevida estão associados principalmente 
ao fato de que a maioria dos casos são diagnosticados em estágio avançado 
(Scully & Bagan 2009; Warnakulasuriya, 2009). Portanto, prevenir e controlar o 
câncer estão entre os mais importantes desafios científicos e de saúde pública da 






2.2. Ácido graxo sintase (FASN) 
 
A enzima FASN (fatty acid synthase) catalisa a síntese endógena de 
ácidos graxos de cadeia longa, mais especificamente o palmitato, a partir dos 
substratos acetil-CoA e malonil-CoA (Stoops & Wakil, 1981). A conformação 
estrutural de FASN é de um homodímero de cadeias polipeptídeas longas com 
massa molecular de 250-270 KDa. Cada cadeia possui sete sítios catalíticos 
distribuídos a partir da extremidade amino terminal no sentido da carboxil terminal 
na seguinte ordem: β-cetoacil sintase (catalisa a condensação dos resíduos de 
malonil e acetil com a cadeia de ácido graxo em formação); acetil-CoA e malonil-
CoA transacilases (sítios de entrada dos substratos acetil-CoA e malonil-CoA para 
a subsequente reação de condensação); os sítios desidratase, enoil redutase, β-
cetoacil redutase e proteína carreadora de acil (atuam como redutores, sobre o 
produto formado pela β-cetoacil sintase), e o sítio tioesterase localizado na região 
carboxil terminal (promove a hidrólise do palmitato), sendo a molécula de ácido 
graxo recém-sintetizada liberada (Wakil, 1989; Jayakumar et al., 1995). 
Os ácidos graxos e seus derivados participam da composição das 
membranas celulares (Chirala et al., 2003), atuam como hormônios e mensageiros 
intracelulares e são uma das principais formas de armazenamento de energia no 
organismo (Kumar-Sinha et al., 2003). A fonte desse ácido graxo pode ser 
exógena, através da dieta, ou endógena, que requer a participação da enzima 
FASN. A expressão de FASN é baixa ou mesmo ausente na maioria dos tecidos 
normais que utilizam os ácidos graxos provenientes da dieta, com exceção do 
fígado, tecido adiposo, mama durante a lactação, endométrio na fase proliferativa 
e dos pulmões de recém-nascidos (Kuhajda, 2000; Chirala et al., 2003). 
Ao contrário, nas neoplasias malignas a maior parte dos ácidos graxos 
são de origem da síntese endógena que depende da atividade de FASN 
(Menendez & Lupu, 2007). Portanto, a expressão de FASN está aumentada em 
muitos tipos de neoplasias malignas, tais como: mama (Pizer et al., 1996a), ovário 
(Pizer et al., 1996b); próstata (Epstein et al, 1995), endométrio (Pizer et al., 1998), 
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pulmão (Piyathilake et al., 2000), carcinoma de células renais (Horiguchi et al., 
2008) cólon (Rashid et al., 1997); esôfago (Nemoto et al., 2001), estômago 
(Kusakabe et al., 2002), mieloma múltiplo (Okawa et al., 2008), gliomas (Zhao et 
al., 2006) melanoma (Innocenzi et al., 2003), bexiga (Visca et al., 2003), sarcomas 
de tecidos moles (Takahiro et al., 2003) e linfoma difuso de grandes células B 
(Uddin et al., 2010). 
Com relação ao CEC bucal, Krontiras et al. (1999) publicaram o 
primeiro estudo sobre a expressão de FASN em CECs de língua humanos, no 
qual a imunomarcação de FASN foi evidenciada em 98% dos 56 casos estudados, 
sendo baixa no epitélio morfologicamente normal adjacente ao tumor, aumentando 
nas áreas de epitélio displásico e tornando-se alta nos tumores. Comparando-se 
os tumores de acordo com o grau de diferenciação celular, a positividade para 
FASN foi maior nos CECs bem diferenciados associados com melhor prognóstico. 
Menor expressão de FASN foi detectada em CECs indiferenciados, mas o número 
de casos analisados foi pequeno para uma conclusão final. 
Silva et al. (2008) realizaram estudo imunoistoquímico envolvendo 102 
pacientes com CEC em língua, no qual observaram que a imunoexpressão de 
FASN foi fraca e restrita à camada basal no epitélio normal adjacente ao tumor, 
enquanto 79,41% dos casos de CEC apresentaram positividade para FASN, 
sendo a marcação mais forte nos CECs bem diferenciados. Os autores concluíram 
que a expressão de FASN está associada com as características histopatológicas 
que determinam a progressão tumoral e prognóstico. 
Para analisar o valor da imunoexpressão de FASN em predizer a 
recidiva local precoce foram avaliados 69 casos de CECs bucais, sendo 23 casos 
com recidiva local precoce e 46 casos sem recidiva. Os resultados demonstraram 
que a recidiva local precoce foi significativamente associada com menor 
expressão de FASN, enquanto maior expressão foi relacionada à maior sobrevida 
(Pinto et al., 2010). 
A enzima FASN parece desempenhar papel fundamental na iniciação e 
progressão de tumores, sendo alvo para o tratamento do câncer (Flavin et al., 
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2010). Inibidores específicos da atividade de FASN reduzem a proliferação e 
causam apoptose em linhagens de células de câncer de mama (Pizer et al., 
1996a), melanoma murino (Carvalho et al., 2008) e CECs bucais (Agostini et al., 
2004). O tratamento com inibidores de FASN causa também a diminuição do 
tamanho de tumores em modelos xenográficos (Pizer et al., 1996b). Neste 
trabalho os autores relataram uma marcante redução da síntese de ácidos graxos 
pelas células tumorais e regressão das lesões provocadas em camundongos pela 
injeção de células de uma linhagem de câncer de ovário (OVCAR-3), o que 
aumentou significativamente a sobrevida dos animais.  
Ao analisar a produção de FASN e de moléculas envolvidas na sua 
regulação em quatro linhagens de células de CECs bucais humanos (SCC-4, -9, -
15 e -25), Agostini et al. (2004) demonstraram que a FASN é produzida em 
diferentes quantidades pelas quatro linhagens celulares, sendo a maior expressão 
observada nas linhagens SCC-9 e -25. Estas linhagens celulares quando tratadas 
com cerulenina apresentaram significativa diminuição da proliferação celular e 
aumento da apoptose. Os autores concluíram que a FASN é necessária para a 
proliferação de linhagens celulares de CECs bucais. 
Estudo de Guo et al. (2003) revelou que a cerulenina reduz a síntese 
endógena de ácidos graxos em amostras de CECs bucais e mucosa bucal normal. 
Estas amostras foram colocadas em meio de cultura contendo 10 g/ml de 
cerulenina, durante os períodos de 0, 1, 2 e 4h e expostas ao 14C. Os autores 
observaram 87% de inibição da síntese de ácidos graxos após o período de 4h. A 
síntese de ácidos graxos da mucosa bucal normal também foi inibida pela 
cerulenina, mas com grau bem menor do que nas amostras de CECs.  
Carvalho et al. (2008) avaliaram o efeito do Orlistat em melanomas 
induzidos em camundongos C57BL/6, através da injeção intraperitoneal de células 
B16-F10 (derivadas de melanoma murino). Neste experimento 100% dos animais 
desenvolveram metástases espontâneas para os linfonodos mediastínicos, 
enquanto nos animais tratados com Orlistat houve redução pela metade (50%) do 
número de linfonodos metastáticos. Além disso, o orlistat quando adicionado no 
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meio de cultura causou inibição da proliferação das células B16-F10, com bloqueio 
da passagem para a fase S do ciclo celular, aumento da proteína p27Kip1 e 
redução dos níveis protéicos de Skp2. 
A enzima FASN pode estar ainda envolvida em outros mecanismos de 
desenvolvimento dos tumores malignos (Mashima et al., 2009). Seguin (2009) 
mostrou que a inibição de FASN pelo Orlistat reduziu a angiogênese em modelo 
murino de melanoma, assim como a proliferação de células endoteliais da 
linhagem RAEC (derivada da aorta de coelhos). Além disso, o Orlistat reduziu o 
volume dos lindonodos metastáticos em modelo murino de melanoma e ao mesmo 
tempo aumentou significativamente a extensão e ramificação da rede linfática 
peritumoral, sugerindo possível envolvimento de FASN na linfangiogênese 
(Bastos, 2009). 
Essas pesquisas mostram que a enzima FASN pode ser um alvo 
terapêutico contra diversos tipos de cânceres, inclusive os CECs bucais, uma vez 
que está diretamente relacionada com a síntese de ácidos graxos endógenos 
necessários à proliferação das células malignas (Kuhajda et al., 2000; Guo et al,. 
2003; Agostini et al., 2004; Carvalho et al., 2008). 
 
2.2.1. Mecanismos de regulação da expressão de FASN 
 
No fígado e tecido adiposo a expressão de FASN é regulada pela dieta, 
através de hormônios como a insulina, glucagon, glicocorticóides e hormônio 
tireoidiano T3 (Kuhajda, 2000). Nestes tecidos, a produção endógena de ácidos 
graxos é estimulada pela ingestão de carboidratos e inibida por ácidos graxos ou 
pelo jejum (Kersten, 2001). Nos hepatócitos, além da regulação hormonal, a 
presença de ácidos graxos poliinsaturados provenientes da dieta leva à diminuição 
de SREBP-1c (sterol regulatory element binding protein), responsável pela 
regulação da síntese de colesterol (Brown & Goldstein, 1997). As SREBPs formam 
uma família de fatores de transcrição envolvidos na manutenção da homeostase 
do colesterol intracelular, no controle da síntese de ácidos graxos e na 
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diferenciação de adipócitos (Wang et al., 1993). No tecido adiposo estes efeitos 
são mediados por hormônios que têm o potencial de estimular (insulina) ou inibir 
(leptina) a lipogênese dependente de FASN. A insulina estimula a expressão de 
FASN de modo que o excesso de glicose seja estocado como gordura nos 
adipócitos, enquanto a leptina inibe a atividade de FASN em resposta ao excesso 
de gordura presente nos adipócitos (Fukuda et al., 1999). 
A expressão de FASN é regulada por estrógeno, progesterona e 
andrógenos em tumores sensíveis a hormônios (Kuhajda, 2000). A progesterona 
estimula a expressão de FASN em linhagens celulares de câncer de mama 
(Lacasa et al., 2001), enquanto andrógenos e fator de crescimento epidérmico 
(EGF) aumentam a expressão e atividade de FASN em linhagem celular LNCap, 
derivada de câncer de próstata (Swinnen et al., 1996; Kuhajda, 2000). Esta 
regulação parece estar associada com o aumento da expressão de SREBP que 
estimula regiões regulatórias do gene que codifica FASN (Heemers et al., 2001). 
Através da via de sinalização celular PI-3K/Akt, a oncoproteína ErbB2 atua sobre o 
promotor de FASN, induzindo a síntese de ácidos graxos, sendo que alta 
expressão e/ou amplificação de ErbB2 está associada com pior prognóstico do 
câncer de mama (Kumar-Sinha et al., 2003). Além disso, a frequente perda de 
função do gene supressor de tumor PTEN, pode ativar a via PI-3K/Akt e 
desempenhar importante papel na regulação de FASN em células neoplásicas 
malignas (van de Sande et al., 2002). 
 
2.2.2. Corpúsculos lipídicos 
 
Está bem estabelecido que o aumento da lipogênese é um fenótipo 
comum em vários carcinomas humanos (Menendez & Lupu, 2007). Corpúsculos 
lipídicos são organelas citoplasmáticas formadas por uma camada de fosfolipídios 
circundando a região central que é rica em triacilglicerídeos e ésteres de 
colesterol. Diferentes teorias tem sido propostas para explicar a biogênese dos 
corpúsculos lipídicos. A teoria mais aceita sugere que estes corpúsculos são 
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sintetizados a partir de ácidos graxos e colesterol, pelas enzimas presentes na 
membrana do retículo endoplasmático (Murphy, 2001). Os corpúsculos lipídicos 
possivelmente participam da sinalização intracelular, regulação do metabolismo 
lipídico e controle da síntese e secreção de mediadores inflamatórios como as 
prostaglandinas (Accioly et al., 2008). 
Elevada biogênese dos corpúsculos lipídicos tem sido frequentemente 
observada em leucócitos, células epiteliais, hepatócitos e outros tipos celulares, 
durante processos inflamatórios e neoplásicos (Accioly et al., 2008; Bozza & Viola 
2010). O aumento do número de corpúsculos lipídicos tem sido descrito em 
adenocarcinoma de cólon (Accioly et al., 2008), carcinoma escamoso cervical 
invasivo (Than et al., 2003) e astrocitoma (Opstad et al., 2008), sugerindo um 
papel nos mecanismos de proliferação e diferenciação celular (Bozza & Viola, 
2010). 
Existem técnicas para visualizar os corpúsculos lipídicos por 
microscopia de luz, as quais incluem: marcação com tetróxido de ósmio, Oil red-O 
e sondas fluorescentes tais como, BODIPY, imunofluorescência para ADRP 
(adipose differentiation-related protein), Nile red e P-96 (Accioly et al., 2008). O 
tetróxido de ósmio se liga aos lipídios quando o ósmio é reduzido para 
tiocarbohidrazida, composto altamente volátil e que causa irritação severa nos 
olhos, pele e vias respiratórias (Angermüller & Fahimi, 1982). Oil red-O pertence 
ao grupo dos compostos azo (N=N), sendo utilizado para a marcação de lipídios 
neutros que podem ser visualizados por microscopia de luz ou fluorescente 
(Koopman et al., 2001). O Nile red (9-dietilamino-1-fenoxizano), produzido a partir 
da ebulição do Nile blue com ácido sulfúrico, emite fluorescência na presença de 
lipídios neutros permitindo a visualização dos corpúsculos lipídicos (Greenspan et 
al., 1985). BODIPY (4,4-difluoro-4bora-3a,4a-diaza-s-indacene) é um corante para 
lipídios neutros e por esta razão tem eficácia na marcação dos corpúsculos 
lipídicos (Bozza & Viola 2010). P-96 (1-ácido pirenododecanóico), um análogo de 
ácido graxo fluorescente, se incorpora ao corpúsculo lipídico permitindo sua 
visualização (Radom et al., 1987). A proteína relacionada à diferenciação de 
11 
 
adipócitos (ADRP) é considerada essencial para o estoque e metabolismo de 
lipídios, sendo descrita como marcador específico para corpúsculos lipídicos (Heid 
et al., 1998). A identificação de lipídios pode ser feita também por 
imunoistoquímica em tecidos incluídos em parafina utilizando anticorpos como 
adipofilina e perilipina (Muthusamy et al., 2006). 
Accioly et al. (2008) utilizando a marcação com tetróxido de ósmio, 
demonstraram aumento do número de corpúsculos lipídicos em tecidos de biópsia 
de adenocarcinoma de cólon, quando comparado com o tecido normal, assim 
como em linhagens celulares derivadas de adenocarcinoma de cólon humano 
(CACO-2) e em células epiteliais de intestino de rato transformadas (IEC-6 H-ras 
V12), quando comparadas com a linhagem de células epiteliais normais (IEC-6). 
Além disso, os autores demonstraram que as células CACO-2 e IEC-6 
transformadas, quando tratadas com C75 apresentaram diminuição significativa do 
número de corpúsculos lipídicos, quando comparadas com as células IEC-6 
normais. Os autores sugeriram que os corpúsculos lipídicos podem ser alvo de 
novas terapêuticas contra o câncer de cólon. 
 
2.2.3. Inibidores específicos de FASN 
 
Existem cinco inibidores da atividade de FASN mais conhecidos: 
cerulenina e seu análogo sintético C75, Orlistat, triclosan e EGCG 
(epigallocatechin-3-gallate) um componente do chá-verde (Figura 1). Na tentativa 
de se conseguir medicamentos com maior eficácia e menores efeitos colaterais, 
outros inibidores de FASN tem sido desenvolvidos e incluem: C93 (FAS93), 
FAS31, C247, 3-aril-4-hidroxiquinolina-2(1H) e vários polifenóis derivados de 























O triclosan, também conhecido como Irgasan DP300, 2,4,4’-tricloro-2’-
hidroxidifenil éter ou 5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol foi primeiramente sintetizado 
pela Ciba-Geigy (Basel, Suíça) e tem sido usado por mais de 30 anos como 
agente antibacteriano e antifúngico (Levy et al., 1999). Como resultado de sua 
atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, o triclosan é 
adicionado em cremes dentais, enxaguatórios bucais, desodorantes, sabonetes e 
cremes dermatológicos (Bhargava & Leonard, 1996). Embora utilizado como 
aplicações tópicas, o triclosan pode ser absorvido (Lin, 2000), sendo encontrado 
no plasma sanguíneo, fígado e vesícula biliar (Hovander et al., 2002), o que indica 
sua excreção biliar e circulação entero-hepática. Portanto, efeitos tóxicos 
sistêmicos não podem ser excluídos (Kanetoshi et al., 1988). 
Quimicamente o triclosan faz parte do grupo dos bifenóis clorados, 
sendo muito solúvel em soluções alcalinas, álcool, acetona, metanol e insolúvel 
em água (Figura 2). Em baixas concentrações os derivados fenólicos atuam 
 




inibindo as enzimas essenciais ao metabolismo ou unindo-se a metabólitos 
essenciais da parede celular, provocando a morte das bactérias (Bhargava & 
Leonard, 1996). Estudos realizados em Echerichia coli, Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas aeruginosa e Mycobacterium tuberculosis, demonstraram que o 
triclosan age na via biossintética de ácidos graxos das bactérias (McMurry et al., 




O triclosan age primariamente na membrana citoplasmática, interagindo 
com fosfolipídios de células procarióticas e eucarióticas interferindo com o 
transporte de membranas e em concentrações elevadas, causando a liberação de 
constituintes citoplasmáticos. Por ser lipossolúvel, o triclosan pode atravessar 
facilmente as membranas biológicas (Villalain et al., 2001). O mecanismo de ação 
antibiótica se faz pelo bloqueio da síntese de lipídios, através da inibição 
específica da enzima enoil-redutase (McMurry et al., 1998; Stewart et al., 1999). 
Esta enzima catalisa a reação de redução da dupla ligação carbono-carbono 
NADH-dependente, em uma das fases de síntese da FASN (Levy et al., 1999; 
Stewart et al., 1999). Assim, o triclosan impede as bactérias de metabolizar os 
ácidos graxos necessários às membranas celulares e outras funções bacterianas 
vitais (Levy et al., 1999). 
Em relação ao efeito anti-inflamatório Gaffar et al. (1995) observaram 
que o triclosan na concentração de 43 μM inibiu as enzimas cicloxigenase 1 e 5-
lipoxigenase, envolvidas na via do metabolismo do ácido araquidônico e que esta 
ação pode levar à redução na formação de metabólitos pró-inflamatórios tais como 
prostaglandinas e leucotrienos. Isto foi confirmado pelos estudos em cultura de 
Figura 2. Fórmula química do triclosan (Stewart et al., 1999). 
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células, nos quais o triclosan nas concentrações de 6,9, 17,2, 34,5 e 51,8 μM 
inibiu a produção de prostaglandinas induzida por interleucina-1 (IL-1β) em 
fibroblastos gengivais humanos de maneira dose-dependente. 
A citotoxicidade do triclosan foi avaliada por Zuckerbraun et al. (1998) 
que verificaram indução da apoptose em linhagem de célula epitelial de gengiva 
humana (S-G), quando exposta à concentração de 0,05 mM de triclosan durante 
24h. Os autores observaram ainda diminuição do crescimento das células S-G 
após 72h de tratamento com 0,01 mM de triclosan, sugerindo que a exposição 
prolongada à droga pode retardar a regeneração da gengiva durante a terapia 
periodontal. 
Existem apenas dois estudos sobre o possível efeito antitumorigênico 
do triclosan. Liu et al. (2002) investigaram a ação desta droga em linhagens de 
células de câncer de mama, MCF-7 e SKBr-3. Estas células foram tratadas com 
diferentes concentrações de triclosan (2,5; 5, 7,5; 10 e 20 g/ml) durante três dias, 
sendo demonstrada inibição da proliferação celular na concentração de 5 g/ml no 
segundo dia e mudanças morfológicas e diminuição da viabilidade das células ao 
final do terceiro dia de tratamento. A ação inibidora do triclosan foi tempo-dose 
dependente. Os autores demonstraram através de espectrofotometria, que o 
triclosan em concentrações de 10 a 20 µM diminuiu a proliferação celular por inibir 
a atividade de FASN na linhagem celular SKBr-3. 
Em modelo experimental de carcinogênese mamária induzida pelo N-
metil-N-nitroso-uréia (MNU) foi observada redução significativa (43,3% no grupo 
tratado versus 70% no grupo controle) de adenocarcinomas mamários em ratas 
tratadas com 1000 p.p.m de triclosan na dieta durante 12 semanas. Além disso, os 
pesquisadores constataram através da incorporação de 14C nos lipídios totais 
sintetizados pelas amostras teciduais, que os tumores mamários do grupo controle 
quando incubados com 50 a 250 μM de triclosan produziram menor quantidade de 
ácidos graxos, sugerindo inibição da atividade da enzima FASN durante a 
tumorigênese. Estes resultados indicaram que a administração de inibidores de 
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A família de proteínas ErbB2 tem esta denominação em homologia ao 
produto gênico da eritroblastose viral, v-erbB. O gene ErbB2 (HER-2/neu), 
localizado no cromossomo 17q21, codifica uma glicoproteína transmembrana com 
atividade de tirosina-quinase que faz parte da família do receptor de fator de 
crescimento epidérmico (EGFR), composta por quatro membros, ErbB-1 ou 
EGFR, ErbB2, ErbB3 e ErbB4. Esse tipo de receptor tem função tirosina-quinase e 
seu mecanismo de ação consiste em um ligante, o fator de crescimento 
epidérmico (EGF) ou o fator de crescimento transformador-alfa (TGF-alpha), 
atingir a porção extracelular da proteína levando à dimerização desse receptor. A 
proteína ErbB2 não possui porção receptora conhecida, mas é capaz de se 
dimerizar com o EGFR para que ocorra a transdução do sinal (Rubin & Yarden, 
2001). 
A interação entre o receptor e seu fator de crescimento, provoca uma 
mudança na conformação do domínio extracelular de inativo para ativo e induz a 
sua homo ou heterodimerização. Esta ativação leva a um aumento da atividade 
quinase e autofosforilação dos resíduos de tirosina e subsequente recrutamento 
de proteínas-alvo que iniciam uma cascata de sinalização celular, resultando em 
proliferação, crescimento, diferenciação, migração, adesão, transformação ou 
apoptose (O’-Charoenrat et al., 2002). Os receptores da família ErbB também 
podem funcionar como oncogenes (Kumar-Sinha et al., 2003). 
O oncogene ErbB2 pode ser formado devido à mutações, deleções de 
domínios extracelular e citoplasmático e amplificação e/ou super expressão do 
gene normal. Quando amplificado o oncogene ErbB2 inibe a apoptose e aumenta 
a proliferação celular. Alta expressão de ErbB2 foi observada em cânceres de 
mama (Yarden, 2001), ovário (Grunt et al., 2009) e CECs bucais (Xia et al., 1997; 
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Xia et al., 1999). Alguns autores sugerem que a alta expressão deste oncogene 
nos CECs bucais pode estar correlacionada com um período de sobrevida mais 
curto (Hou et al., 1992; Xia et al., 1997; O’-Charoenrat et al., 2002). Kuropkat et al. 
(2002) demonstraram que a alta expressão de ErbB2 em amostras de CECs de 
cavidade oral e faringe foi significativamente associada com um tempo de 
sobrevida mais curto e simultaneamente com uma baixa expressão da proteína 
p27Kip1. Ao contrário, outros autores não encontraram correlação entre a 
expressão de ErbB2 e o prognóstico dos CECs bucais (Field et al., 1992; Nagler et 
al., 2002; Khan et al., 2002; Ulanovski et al., 2004). 
Ulanovski et al. (2004) analisaram a expressão de EGFR e ErbB2 como 
marcadores prognósticos em 23 casos de CECs de língua submetidos à 
glossectomia parcial e esvaziamento ganglionar com até 54 meses de 
proservação. A superexpressão de ErbB2 foi detectada em 17% dos casos, mas 
não houve correlação com a sobrevida dos pacientes. Os autores concluíram que 
a superexpressão de ErbB2 e EGFR não pode ser utilizada como indicador de 
prognóstico e sucesso no tratamento de CECs de língua. 
Silva et al. (2008) consideraram dois padrões de expressão da proteína 
ErbB2, ou seja, um com imunomarcação em membrana celular e outro no 
citoplasma. Em epitélio oral normal, epitélio displásico e CECs de língua bem 
diferenciados a expressão de ErbB2 tende a ser localizada na membrana celular. 
A imunomarcação citoplasmática foi observada em CECs indiferenciados. Outros 
estudos também mostraram resultados semelhantes (Aguiar et al., 2007; Silva et 




Pesquisas em biologia molecular do câncer demonstraram que o 
descontrole do ciclo celular é uma das alterações mais frequentes nas células 
tumorais, contribuindo para a proliferação celular exacerbada durante o 
desenvolvimento dos tumores (Catzavelos et al., 1997). 
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O controle do ciclo celular é feito por uma série de proteínas 
denominadas ciclinas e quinases dependentes de ciclinas (CDKs). A atividade das 
CDKs é regulada pela fosforilação e desfosforilação da subunidade catalítica e 
pela associação com as ciclinas (Sherr et al., 1999). Os complexos ciclina/CDK 
são ativados pela fosforilação promovida pelas quinases ativadoras de ciclinas 
(CAKs) e desativados pelos inibidores de quinases dependentes de ciclinas 
(CKIs). Os CKIs são divididos em duas famílias: Ink4 (inibidores das quinases 
dependentes de ciclina 4 ou CDK4) na qual a proteína p16 é mais conhecida 
(Serrano et al., 1993); e Cip/Kip (proteínas inibidoras de ciclinas) que incluem a 
p21, p27 e p57 (Harper et al., 1993; Toyoshima & Hunter, 1994; Lee et al., 1995). 
A proteína p27Kip1 é codificada pelo gene de mesmo nome situado no 
cromossomo 12p12-13.1 e tem como função, inibir o ciclo celular na fase G1, 
protegendo os tecidos da proliferação excessiva (Polyak et al., 1994). Em células 
quiescentes os níveis de p27Kip1 são elevados. Por outro lado quando as células 
entram no ciclo celular as proteínas Cip/Kip são destruídas pelo sistema 
ubiquitina-proteossomo dependente da proteína Skp2, a qual é responsável pela 
ubiquitinização e degradação de p27Kip1 (Loda et al., 1997; Kudo et al., 2001). 
Existem estudos demonstrando a redução da proteína p27Kip1 em 
melanoma (Florenes et al., 1998), cânceres de mama (Catzavelos et al., 1997), 
estômago (Philipp-Staheli et al., 2002), glândulas salivares (Keikhaee et al., 2007) 
e em CECs de língua (Fujieda et al., 1999; Kudo et al., 2005; Goto et al., 2005). O 
índice de expressão da proteína p27Kip1 foi correlacionado com o grau de 
malignidade em cânceres de mama, sendo que tumores indiferenciados e 
invasivos apresentaram diminuição na expressão desta proteína (Catzavelos et 
al., 1997, Porter et al., 1997). 
Estudos publicados sobre a expressão de p27Kip1 em CECs bucais, 
indicaram que 35,9% a 87% dos casos apresentaram reduzida expressão desta 
proteína, indicando também uma correlação com pior prognóstico (Kudo et al., 
1998; Ito et al., 1999; Mineta et al., 1999; Kuo et al., 2002; Shintani et al., 2003). 
Em lesões displásicas, os níveis protéicos de p27Kip1 diminuem à medida que 
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aumenta a severidade das displasias, sendo esta redução acentuada com a 
progressão para carcinomas. Estes resultados indicaram que a diminuição da 
expressão de p27Kip1 ocorre nos estágios iniciais da transformação maligna (Choi 
et al., 2003; Kudo et al., 2005). 
Choi et al. (2003) ao avaliarem 28 casos de CECs bucais, observaram 
que a imunomarcação de p27Kip1 estava localizada principalmente nas ilhas 
celulares bem diferenciadas, enquanto nos carcinomas indiferenciados raramente 
foi observada imunopositividade. Os autores observaram ainda uma relação 
inversamente proporcional entre as expressões de p27Kip1 e Ki-67. 
Kitajima et al. (2004) detectaram altos níveis protéicos de p27Kip1 em 
seis linhagens celulares derivadas de CECs bucais humanos (HSCs). Além disso, 
os autores observaram que a elevada produção da proteína p27Kip1 estava 
associada com a diminuição dos níveis das proteínas Skp2 e Cks1, uma vez que, 
ao realizarem a transfecção dos genes Skp2 e Cks1 nestas mesmas linhagens 
celulares, a expressão de p27Kip1 diminuiu significativamente, quando comparada 
com as células que foram transfectadas somente com Skp2. Estes resultados 
indicaram que Cks1 podem ter papel importante no desenvolvimento e progressão 
dos CECs bucais por reforçar a degradação de p27Kip1 mediada pela proteína 
Skp2. 
Ao comparar a imunoexpressão de p27Kip1 entre CECs intrabucais, de 
lábio inferior e de pele, Pulhez (2007) observou maior expressão nos casos de 
CECs de pele e lábio inferior quando comparados com os CECs intrabucais. 
Segundo o mesmo autor, entre outros fatores, a forma de degradação de p27Kip1 
pode ser mais eficaz nos CECs intrabucais do que nos CECs de lábio inferior e de 
pele, refletindo em diferentes comportamentos clínicos. 
A proteína p27Kip1 tem sido considerada um importante marcador de 
prognóstico das neoplasias malignas. A normalização dos níveis de p27Kip1, como 
por exemplo, pela inibição de sua degradação poderá ser mais uma alternativa na 




2.5. Skp2 (S-phase Kinase-associated Protein 2) 
 
No início da descoberta do sistema ubiquitina-proteossomo, pensava-se 
que este sistema tinha função apenas na degradação de proteínas anômalas. 
Outras pesquisas demonstraram que este sistema, surpreendentemente, regula 
diversos processos biológicos incluindo controle do ciclo celular, controle da 
transcrição, transdução de sinais, diferenciação celular e apoptose. Alterações na 
ubiquitinização estão diretamente relacionadas à patogênese de carcinomas, 
doenças neurodegenerativas, fibrose cística, processos inflamatório e auto-imune 
(Hershko et al., 1998; Ciechanover & Schwartz, 2004). 
A ubiquitinização de uma proteína é um processo altamente organizado 
que envolve o complexo SCF ubiquitina- ligase (E3). O complexo SCF recebe esta 
denominação devido aos seus componentes principais que são Skp1, culina e 
uma proteína F-box, além de Rbx1 ou Roc1 (Zheng et al., 2002). Quando o 
complexo SCF é ativado, a proteína F-box se liga a um local específico da 
proteína-alvo, posicionando-a de tal forma que entre em contato com a proteína 
conjugadora de ubiquitina E2. A enzima insere cadeias de ubiquitina na lisina, 
gerando uma cadeia poliubiquitina que marca a proteína-alvo para a destruição no 
proteossomo 26S (Ciechanover & Schwartz, 2004). 
A protéina Skp2 pertence à familia F-box e foi inicialmente identificada 
como uma proteína que interage com o complexo ciclina A-cdk2 (Zhang & Wang, 
2006), sendo posteriormente considerada ligase de ubiquitina que atua como 
subunidade do complexo SCFSkp2. Outros estudos demonstraram que Skp2 atua 
nas fases de transição G1/S, progressão da fase S e transição S/G2 (Koepp et al., 
1999; Nakayama et al., 2004), sendo responsável pela ubiquitinização de ciclina E, 
ciclina D e o E2F-1 (Marti et al., 1999; Nakayama et al., 2004). A principal função 
de Skp2 nestas fases do ciclo celular é a ubiquitinização e degradação de p27Kip1 
(Carrano et al., 1999). 
A função da proteína Skp2 em determinar a degradação de proteínas 
reguladoras do ciclo celular, indica que elevada expressão de Skp2 está 
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relacionada à aquisição de um fenótipo neoplásico (Gstaiger et al., 2001). A partir 
desta descoberta, a proteína Skp2 se tornou alvo de pesquisas em tumores 
malignos, as quais revelaram aumento da expressão desta proteína em linfomas 
(Chiarle et al., 2002), melanoma (Li et al., 2004), cânceres de mama (Signoretti et 
al., 2002), próstata (Lu et al., 2002), pulmão (Yokoi et al., 2002), gástrico (Masuda 
et al., 2002) e de glândulas salivares (Keikhaee et al., 2007; Ben-Izhak et al., 
2009). 
No epitélio normal a distribuição de células positivas para p27Kip1 e 
Skp2 são inversas e apresentam localização diferente. A expressão de p27Kip1 
ocorre quase que exclusivamente nos núcleos com diferenciação terminal, ou 
seja, nas células epiteliais suprabasais. A expressão da proteína Skp2 é mais 
evidente nas células epiteliais da camada basal, onde escassas células 
apresentam marcação para p27Kip1 (Gstaiger et al., 2001). 
Em CECs bucais a expressão de Skp2 é inversamente proporcional aos 
níveis de p27Kip1. Além disso, a imunomarcação de Skp2 aumenta 
significativamente durante a progressão das displasias epiteliais para carcinomas, 
sendo considerado um bom marcador de prognóstico e um alvo na terapia 
anticâncer (Gstaiger et al., 2001; Kudo et al., 2001). Outros estudos revelaram 
super-expressão da proteína Skp2 em CECs de língua associada à reduzida 
expressão de p27Kip1 (Kudo et al., 2001; Shintani et al., 2003.).  
Interessantemente, uma correlação entre Skp2 e FASN foi observada 
por Knowles et al. (2004) que ao inibirem a atividade de FASN com Orlistat em 
linhagem de células de câncer de mama (MDA-MB-435) constataram redução dos 
níveis de Skp2 e ao mesmo tempo aumento e estabilização dos níveis de p27Kip1, 
resultando no bloqueio da progressão do ciclo celular. Entretanto, os mecanismos 
que explicam a existência desta correlação entre o bloqueio de FASN e a redução 
de Skp2 permanecem desconhecidos. 
Com base na literatura e considerando a participação da FASN, ErbB2, 
p27Kip1 e Skp2 no desenvolvimento de carcinomas, faz-se necessário investigar a 
expressão conjunta destas proteínas durante a carcinogênese bucal, uma vez que 
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A análise de fatores como atividade proliferativa e apoptótica 
caracterizam o comportamento biológico dos tumores podendo influenciar no 
prognóstico. Devido à importância de se estabelecer o prognóstico e 
consequentemente o tratamento mais adequado, torna-se necessário o estudo de 
alguns marcadores biológicos capazes de indicar o índice de proliferação celular 
das diferentes neoplasias (Scully et al., 2000). 
A proteína Ki-67 expressa, exclusivamente, no núcleo das células que 
se encontram nas fases G1, S, G2 e mitose do ciclo celular, não sendo detectada 
em células quiescentes (G0). O anticorpo Ki-67 permite uma rápida e fácil 
avaliação da quantidade de células tumorais em proliferação nos espécimes de 
biópsia, sendo um indicador de prognóstico (Gerdes et al., 1991; Raymond et al., 
1988; Pierga et al., 1996). Por isso, este anticorpo tem sido bastante utilizado 
tanto em pesquisas quanto na prática da histopatologia (Pierga et al., 1996). 
Estudos imunoistoquímicos têm demonstrado uma correlação entre o 
número de células positivas para Ki-67 e os níveis de displasia, sendo que o 
número de células em proliferação aumenta de acordo com o grau de displasia 
(Gonzalez-Moles et al., 1996; Liu et al., 1998; Takeda et al. 2006; Angiero et al 
2008; Montebugnoli et al., 2009). Em CECs de língua T1 tratados exclusivamente 
com cirurgia, alta atividade proliferativa foi associada com alto risco de recorrência 
loco-regional, sugerindo que o Ki-67 é um marcador eficaz na indicação de 
tratamento coadjuvante à cirurgia (Wangsa et al., 2008). 
A alta expressão de Ki-67 em mucosa normal distante do tumor 
primário parece estar relacionada à agressividade do tumor e pode predizer a 
sobrevida livre de doença. Isto foi demonstrado por Montebugnoli et al. (2009) que 
ao avaliarem a expressão de Ki-67 na mucosa distante do tumor primário em 47 
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pacientes com CECs bucais tratados cirurgicamente, observaram que apenas 
cinco dos 37 pacientes cuja mucosa teve baixos índices de Ki-67, apresentaram 
recorrência. Segundo os autores, estes dados devem ser considerados com 
cautela devido à amostra ter sido relativamente pequena. 
Além de tecidos humanos, o Ki-67 tem sido utilizado também em 
modelos murinos para avaliar os índices de proliferação celular durante os 
estágios da carcinogênese, verificar a eficácia de novos quimioterápicos, bem 
como auxiliar na interpretação dos possíveis efeitos quimiopreventivos de 
determinadas substâncias (Ito et al., 1998, Birner et al., 2001; Dujic et al., 2009; Li 
et al., 2009; Warin 2009; Wilkey et al., 2009). 
 
2.7. Modelo Murino de carcinogênese química bucal 
 
Não existe ainda um modelo murino que seja perfeitamente aplicável a 
qualquer tipo de câncer humano. Todavia, os modelos animais são inevitáveis 
para se entender os mecanismos da carcinogênese e avaliar a eficácia de novos 
protocolos terapêuticos (Mognetti et al., 2006). 
Na tentativa de induzir carcinomas em animais, vários carcinógenos 
foram testados incluindo o alcatrão de carvão, 20-metil-colantreno (20MC), 3,4-
benzilpireno (3,4 BP), 9,10 dimetil-1-2-benzantraceno (DMBA) e 1-óxido-4-
nitroquinolina (4-NQO) (Kanojia & Vaidya, 2006). O primeiro modelo de 
carcinogênese bucal que deu bons resultados foi idealizado por Salley (1954), 
através da aplicação de DMBA na bolsa da bochecha de hamsters. No entanto, 
este modelo é questionável devido à ausência desta estrutura anatômica em 
humanos (Kanojia & Vaidya, 2006). 
O 4-NQO sofre ativação metabólica no organismo transformando-se 
então em carcinógeno (Boyd & Reade, 1988). Enzimas do tipo hidroxilase 
convertem o 4-NQO em 4-hidroxiaminoquinolina-1-óxido que induz mutações, 
deleções, conversões genéticas e aberrações cromossômicas, além de quebras e 
trocas de cromatina (Nagao & Sugimura 1976; Nunoshiba & Demple, 1993). Estes 
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danos ao DNA mimetizam àqueles causados pelos carcinógenos presentes no 
tabaco (Hecht, 2004; Kanojia & Vaidya 2006). 
O modelo de carcinogênese pelo 4-NQO na cavidade bucal foi 
introduzido por Wallenius & Lekholm (1973), que conseguiram induzir displasias e 
carcinomas no palato de ratos com repetidas aplicações do carcinógeno. Este 
modelo ainda é muito utilizado, com eventuais e discretas modificações, uma vez 
que os CECs bucais induzidos em animais apresentam morfologia semelhante aos 
CECs bucais humanos (Nauta et al., 1995). 
Tang et al. (2004) compararam dois métodos de carcinogênese bucal 
induzida pelo 4-NQO, pincelando o agente carcinogênico (5 mg/ml) e 
administrando-o na água de beber dos animais em diferentes concentrações (20 
µg/ml, 50 µg/ml e 100 µg/ml). Todos os animais desenvolveram carcinomas 
espinocelulares na língua e esôfago através da ingestão de 4-NQO adicionado na 
água (100 µg/ml), durante 16 semanas seguida de 12 semanas sem o 
carcinógeno. Os autores observaram que a imunoexpressão de citoqueratinas 
(CK1 e CK14) estava aumentada e envolvia células epiteliais das camadas basal e 
suprabasal nos CECs de língua e esôfago. Houve aumento da expressão do 
receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR), reduzida expressão de p16, 
um inibidor do ciclo celular e maior proliferação celular determinada pela 
incorporação de bromodeoxiuridina (BrdUrd). Estes resultados indicaram que a 
carcinogênese com o 4-NQO mimetiza o desenvolvimento do câncer humano nos 
aspectos histopatológicos e moleculares. 
A maioria dos estudos que avaliaram os efeitos quimiopreventivos de 
medicamentos utilizaram o 4-NQO no modelo de carcinogênese induzida (Kanojia 
& Vaidya 2006). A ação quimiopreventiva da nimesulida foi investigada por 
Shiotani et al. (2001), piroxicam e indometacina por Tanaka et al. (1990) que 
basearam na ação inibidora destes medicamentos sobre a cicloxigenase-2 (COX-
2), enzima que atua nos processos inflamatórios e que está envolvida na 
carcinogênese (Williams et al., 1999). 
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Campagnoli (2007) utilizou o modelo de carcinogênese bucal induzida 
em camundongos C57BL/6 pelo 4-NQO para avaliar a expressão de FASN, 
ErbB2, p27Kip1 e Ki-67 nos diferentes estágios da carcinogênese Os resultados 
indicaram aumento da expressão destes imunomarcadores nas displasias e nos 
CECs de língua, quando comparados com o epitélio normal. 
Com a finalidade de conhecer as alterações moleculares e genéticas 
que participam da progressão de displasia para carcinoma, o 4-NQO também tem 
sido utilizado em animais transgênicos (Miyamoto et al., 2008; Wilkey et al., 2009). 
Neste contexto, Wilkey et al. (2009) utilizaram camundongos geneticamente 
modificados, com superexpressão de ciclina D1, um regulador da transição entre 
as fases G1 e S do ciclo celular. Com 8 semanas de ingestão de 4-NQO seguida 
de 16 semanas sem o carcinógeno, os animais desenvolveram displasias 
moderada ou severa, sugerindo que a superexpressão de ciclina D1 pode ser um 





















3.1. Objetivo geral 
 
Essa pesquisa teve como objetivo, analisar os efeitos do triclosan em 
linhagem de célula derivada de CEC bucal SCC-9 e em modelo murino de 
carcinogênese química, induzida pelo 4-NQO. 
 
3.2. Objetivos específicos 
 
1. Estudar as consequências da inibição de FASN pelo triclosan sobre as 
taxas de proliferação, apoptose e produção das proteínas FASN, ErbB2, 
p27Kip1 e Skp2 pelas células SCC-9; 
 
2. Verificar o efeito do triclosan durante a carcinogênese induzida pelo 4-NQO 
em camundongos BALB/c; 
 
3. Analisar a expressão de FASN, ErbB2, p27Kip1 e Ki-67 nas displasias e em 
CECs de língua dos camundongos BALB/c tratados com 4-NQO associado 





4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1. Cultura de células  
 
A linhagem celular SCC-9 (CRL-1629) proveniente de CEC bucal 
humano foi adquirida da American Type Culture Collection (ATCC, E.U.A.) e está 
disponível no Laboratório de Patologia Bucal da FOP/UNICAMP. Segundo 
informações do catálogo da ATCC, a linhagem SCC-9 foi estabelecida a partir de 
CECs primários de língua de paciente do gênero masculino, com 25 anos de 
idade. A escolha da linhagem SCC-9 foi baseada no estudo de Agostini et al. 
(2004) que demonstraram maiores quantidades tanto de RNAs mensageiros como 
da proteína FASN nesta linhagem, em comparação com as células SCC-4, -15 e -
25. Além do mais, tem sido descrito que a sensibilidade das células aos inibidores 
de FASN parece ser diretamente proporcional aos níveis de produção desta 
proteína (Grunt et al., 2009; Puig et al., 2009). 
As células SCC-9 foram cultivadas em frascos plásticos de 25 ou 75 
cm2 (NUNC, E.U.A.), sendo mantida em meio de cultura DMEM/F-12 (Invitrogen, 
E.U.A.) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Cultilab, Brasil), 400 
ng/ml de hidrocortisona (succinato sódico de hidrocortisona – Eurofarma, Brasil) e 
solução antibiótica e antimicótica (Invitrogen, E.U.A.) na diluição de 1:100. Esta 
linhagem celular foi incubada a 37ºC, em atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% 
de umidade. As células foram subcultivadas quando atingiam confluência 
aproximada de 60-70%. Para isto, o meio de cultura foi removido, as células 
lavadas com 5 ml (frasco de 25 cm2) ou 10 ml (frasco de 75 cm2) de solução salina 
tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS) e incubadas a 37ºC com 0,5 ml ou 2 ml de 
tripsina a 2%, para frascos de 25 cm2 ou 75 cm2, respectivamente. Após período 
de aproximadamente 8 minutos, as células SCC-9 ficavam separadas do assoalho 
dos frascos de cultura (o que foi determinado por observação em microscópio de 
contraste de fase), sendo a ação da tripsina interrompida pela adição de 5 ml 
(frasco de 25 cm2) ou 10 ml (frasco de 75 cm2) de meio de cultura com 10% de 
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FBS. A suspensão de células foi transferida para tubos cônicos de plástico de 15 
ml estéreis (Corning, E.U.A.) e estes centrifugados a 800 xg por 3 minutos. Após 
remover e descartar o sobrenadante, o pellet de células foi ressuspendido em 5 ml 
de meio de cultura com 10% de FBS, as células contadas e replaqueadas em 
novos frascos de 25 ou 75 cm2 (1x 103 células para 25 cm2; 1x105 células para 75 
cm2). O meio de cultura foi trocado a cada 48h. 
Para manter o estoque congelado em nitrogênio líquido e trabalhar 
sempre com as células em passagens semelhantes, várias amostras de cada 
linhagem celular foram congeladas antes da realização dos experimentos. Para 
isto, as células foram suspensas em solução 1/1 20% de di-metil sulfóxido (DMSO, 
Sigma-Aldrich, E.U.A.) e DMEM/F-12 com 50% de FBS e congeladas em 
nitrogênio líquido. Para descongelar as células, os criotubos (NUNC) foram 
colocados em banho de água a 37ºC e após rápido descongelamento, transferidas 
para tubos de 15 ml contendo 10 ml de DMEM/F-12 e centrifugadas. Os pellets 
foram então ressuspendidos em 5 ml de meio de cultura e as células plaqueadas 
para realização dos experimentos. Em todos os procedimentos de cultivo celular 
foram observados os cuidados para a manutenção da esterilidade. As linhagens 
foram subcultivadas no máximo por dez passagens e então descartadas. 
Para o bloqueio da atividade de FASN o triclosan foi adicionado ao 
meio de cultura em concentrações de 5 μM e 10 μM, sendo nos controles utilizado 
volume de DMSO da concentração de 10 µM. Todas as soluções foram filtradas 
(Filter Corning 0,20 μm, Alemanha) antes de serem colocadas nos poços de 
cultura. 
 
4.2. Preparo da solução de triclosan 
 
Para o tratamento das células SCC-9, o triclosan (5-cloro-2-2,4-
diclorofenoxi)fenol; Sigma-Aldrich, E.U.A.) foi diluído em DMSO (Liu et al., 2002) 
sob agitação por 30 minutos em temperatura ambiente, de modo a se obter uma 
solução estoque de 5 ml na concentração de 10 mg/ml (50 mg de triclosan diluídos 
29 
 
em 5 ml de DMSO). Esta solução foi mantida a 4ºC, por no máximo 30 dias, a fim 
de se evitar a formação de produtos de degradação e consequente diminuição da 
sua concentração e/ou atividade. 
 
4.3. Análise do ciclo celular 
 
Os experimentos de citometria de fluxo foram realizados no laboratório 
do Prof. Dr. Aníbal E. Vercesi, do Departamento de Patologia Clínica da 
Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP, com a colaboração da Profa. Dra. 
Karina G. Zecchin. 
Para analisar a porcentagem de células em cada fase do ciclo celular, 
as células foram semeadas em frascos de 25 cm2, sendo plaqueadas 3 x 105 
(análises de 24h) e 2 x 105 células (análises de 48h), com meio DMEM/F-12 
suplementado com 10% de FBS. Após 24h, o meio foi substituído por DMEM/F-12 
livre de FBS e as células incubadas por mais 24h. Iniciou-se o tratamento com 5 
μM e 10 μM de triclosan, nos frascos de tratamento e DMSO nos controles, em 
meio contendo 10% de FBS. Após 24 e 48h de exposição à droga, as células 
foram coletadas, fixadas com etanol a 70% gelado, colocadas a -20ºC por 12h, 
lavadas em PBS gelado e tratadas com 10 μg/ml de RNAse (Sigma-Aldrich) a 
37ºC durante 1h. Em seguida, as células foram coradas com 50 µg/ml de iodeto 
de propídeo a 4ºC por 2h. A distribuição das células no ciclo celular foi analisada 
utilizando-se o software CellQuest (Becton Dickinson) em citômetro de fluxo 
FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) equipado com laser de 
argônio. Para cada amostra foram analisados dez mil eventos. 
 
4.4 . Análise da apoptose pela técnica da Anexina V 
 
Para os ensaios de apoptose as células SCC-9 foram semeadas em 
frascos de 25 cm2, sendo plaqueadas 3 x 105 (análises de 24h) e 2 x 105 células 
(análises de 48h), com meio DMEM/F-12 suplementado com 10% de FBS. Após 
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24h, o triclosan foi adicionado nos frascos de tratamento e DMSO nos controles, 
como descrito anteriormente. Nos períodos de 24 e 48h de tratamento, as células 
foram tripsinizadas, lavadas em PBS e incubadas com Anexina V-FITC (1:500, 
Invitrogen) em tampão de ligação contendo 10 mM de HEPES (pH 7,4), 150 mM 
de NaCl, 5 mM de KCl, 1 mM de MgCl2 e 1,8 mM de CaCl2, no escuro, por 20 
minutos em temperatura ambiente. O índice de apoptose foi quantificado por 
citometria de fluxo, correspondendo ao número de células positivas para Anexina 
V-FITC. Para cada amostra foram analisados dez mil eventos. 
 
4.5. Preparação dos extratos protéicos das células SCC-9 
 
Os pellets de células para a extração protéica foram obtidos pela 
raspagem dos frascos de cultura com scrapers ou cell lifters descartáveis (Corning 
Costar, New York, NY, E.U.A.), quando as células estavam em confluência de 
aproximadamente 70%. As proteínas foram extraídas em tampão de lise contendo 
10% de sacarose, 1% de Triton-X, 20 mM de Tris pH 8,0, 137 mM de NaCl, 10% 
de glicerol, 2 mM de EDTA e 1 mM de NaF. Os inibidores de proteinase PMSF (1 
mM), soybean trypsin inhibitor (10 μg/ml), aprotinina (1 μg/ml) e leupeptina (1 
μg/ml) foram adicionados ao tampão de lise imediatamente antes do uso. Cem 
microlitros deste tampão foram colocados sobre os pellets celulares, os quais 
foram dissociados por pipetagem e mantidos no gelo por 30 minutos, sendo 
agitados a cada 10 minutos. Em seguida, foi realizada centrifugação a 12.000 xg 
por 15 minutos a 4ºC e os sobrenadantes coletados, sendo separadas alíquotas 
de 5 μl de cada extrato para quantificação protéica. Todos os extratos protéicos 
foram imediatamente congelados em gelo seco e transferidos para o freezer à 
temperatura de -80ºC, no qual foram mantidos até o momento do uso. A 
quantidade de proteína total dos extratos protéicos foi determinada pelo método 
de Bradford (Bradford, 1976) utilizando-se o reagente de Bradford (Sigma-Aldrich) 




4.6. Separação eletroforética de proteínas e western blotting 
 
Quantidades iguais de proteínas de cada extrato celular foram 
misturadas com tampão de amostra redutor 4 vezes concentrado (2% de SDS, 
125 mM de Tris-HCl pH 8,0, 10% de glicerol, 0,001% de azul de bromofenol, 2% 
de ß-mercaptoetanol), fervidas por 5 minutos e separadas eletroforeticamente em 
géis de poliacrilamida-SDS a 8% ou 12% em tampão de corrida (2,5 mM de Tris-
HCl pH 8,0, 19 mM de glicina e 0,3 mM de SDS). Em seguida, as proteínas foram 
transferidas para membranas de nitrocelulose (Invitrogen) em tampão contendo 
1,2 mM de Tris-HCl pH 8,0, 9,6 mM de glicina e 20% de metanol, por período de 
quatro horas e trinta minutos a 50V. Todas as membranas foram coradas com o 
corante Ponceau S (Sigma-Aldrich) para verificar a eficácia da transferência. As 
membranas foram bloqueadas por 16h a 4ºC em uma solução contendo 5% de 
leite em pó desnatado (Nestlé, Brasil) dissolvido em tampão contendo 20 mM de 
Tris-HCl pH 7,6, 150 mM de NaCl e 0,1% de Tween 20 (TBST). A incubação das 
membranas com os anticorpos primários (Tabela 1), diluídos em TBST com 5% de 
leite em pó desnatado foi feita por 2h à temperatura ambiente. Os anticorpos 
contra a proteína do citoesqueleto β-actina foram usados como controle da 
quantidade de proteína aplicada em cada canaleta. 
 
Tabela 1. Relação dos anticorpos primários utilizados nas reações de western blotting. 
 










Skp2 sc-7164 Santa Cruz 1:1.000 
β-actina AC-15 Sigma-Aldrich 1:60.000 
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Depois da incubação com os anticorpos primários, as membranas foram 
lavadas com TBST por quatro vezes durante 15 minutos cada, seguidas de 
incubação com anticorpos secundários conjugados com peroxidase na diluição de 
1:1000 (anti-IgG de camundongo para as reações contra FASN, p27Kip1, -actina e 
anti-IgG de coelho para as reações contra ErbB2), por 1h à temperatura ambiente, 
seguida de quatro lavagens de 15 minutos cada com TBST. As reações foram 
reveladas por meio de quimioluminescência, utilizando-se o kit de detecção ECL – 
Amersham ECL Western Blotting, e expostas a filmes radiográficos X-Omat AR 
(Eastman Kodak Co., Rochester, NY, E.U.A.). 
Os resultados foram quantificados por análise densitométrica, realizada 
com o auxílio de um densitômetro modelo GS-700 (Bio Rad, E.U.A.) e do 
programa Molecular Analyst (Bio Rad). 
 
4.7. Coloração das células SCC-9 com Oil red-O para lipídios 
 
O Oil red-O (1-([4-(Xililazo)xilil]azo)-2-naftol, C26H24N4O; Sigma-Aldrich), 
foi preparado dissolvendo-se 0,350g do corante em 100ml de álcool isopropílico, 
deixando-se a solução overnight à temperatura ambiente. Em seguida a solução 
foi filtrada com filtros de papel (Whatman® #4, Reino Unido), sendo adicionado 36 
ml de água destilada e mantida por 16h à temperatura de 4ºC. Após este período 
foi feita mais uma filtragem. A solução foi armazenada à temperatura ambiente e 
sempre filtrada antes do uso (Ramìrez-Zacarias et al., 1992). 
Para a coloração com Oil red-O foram plaqueadas 5x104 células SCC-9 
em 2 ml de meio DMEM/F-12 com 10% de FBS em cada poço de lâmina para 
cultura celular com dois poços (Lab Tek, Biosciences, E.U.A.), sendo um poço 
para as células tratadas (triclosan) e outro para as células controle (DMSO). Após 
24h o meio foi substituído por meio livre de FBS e as células incubadas por 48h. O 
triclosan e DMSO a 5 μM foram adicionados em meios com 10% de FBS, 2% de 
FBS e meio livre de FBS, obtendo-se três soluções de cada, distribuídas em três 
lâminas as quais foram incubadas durante 48h. A técnica de coloração com Oil 
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red-O foi baseada nos trabalhos de Ramìrez-Zacarias et al. (1992), Kinkel et al. 
(2004), com modificações. Para isso, o meio de cultura foi removido, as células 
lavadas com PBS e fixadas com solução de formaldeído a 10% por 10 minutos à 
temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas com água destilada 
por aproximadamente 1 minuto e coradas, colocando-se 1 ml de Oil red-O em 
cada poço durante 2h à temperatura ambiente. O corante foi removido, as células 
lavadas com água destilada e contra-coradas com hematoxilina de Carazzi 
(nuclear) por 1 minuto. As células foram lavadas com água de torneira (até que a 
água ficasse limpa), mantidas à temperatura ambiente para secagem e as lâminas 
montadas com meio aquoso (Aquatex, Merck, Alemanha). 
Para quantificação dos corpúsculos lipídicos utilizou-se o sistema 
Kontron 400 (Kontron System 400 versão 2.0, Carl Zeiss, Alemanha), capturando-
se a imagem com objetiva de 100X sendo enumerados os corpúsculos lipídicos 
em 100 células consecutivamente. Para se obter a média aritmética, os números 
de corpúsculos lipídicos em cada célula foram somados e divididos pelo total de 
células incluídas na contagem. 
 
4.8. Modelo murino de carcinogênese química 
 
A Comissão de Ética na Experimentação Animal da UNICAMP aprovou 
a realização deste projeto (no 1596-1, CEEA-IB-UNICAMP – Anexo 1). O modelo 
murino foi baseado no trabalho de Tang et al. (2004), no qual os CECs de língua 
foram induzidos pelo 4-NQO administrado na água de beber dos animais. 
Oitenta camundongos machos da linhagem BALB/c com 4 semanas de 
vida obtidos do CEMIB-UNICAMP foram mantidos em gaiolas apropriadas, 
alimentados com ração comercial Labina (Purina, Brasil) e providos de água ad 
libitum. Os animais ficaram em sala climatizada, com controle automático de 
iluminação, alternando períodos claro e escuro a cada 12h. Ao atingir 6 semanas 
de vida os animais foram distribuídos em 8 grupos com 10 animais cada. Com o 
intuito de verificar os efeitos quimioterapêutico e quimiopreventivo do triclosan os 
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grupos foram distribuídos em períodos experimentais de 28 e 24 semanas, 
respectivamente.  
No período experimental de 28 semanas os camundongos foram 
distribuídos nos seguintes grupos: 
- Grupos 1 e 2 = (controles negativos) os camundongos receberam propilenoglicol 
e triclosan durante 16 semanas, seguidas de 12 semanas com dieta normal sem a 
presença destas substâncias. 
- Grupo 3 (controle positivo) = os camundongos foram expostos ao 4-NQO durante 
16 semanas, seguidas de 12 semanas sem o carcinógeno. 
- Grupo 4 (4-NQO/triclosan) = após 16 semanas de exposição ao 4-NQO os 
camundongos foram tratados com triclosan durante 12 semanas. 
- Grupo 5 (4-NQO + triclosan) = os camundongos receberam 4-NQO e triclosan 
simultaneamente durante 16 semanas, seguidas de 12 semanas com dieta normal 
sem a presença de ambos, carcinógeno e triclosan (Tabela 2). 
 Quanto ao período experimental de 24 semanas, os camundongos 
foram distribuídos nos seguintes grupos: 
- Grupo 6 (controle positivo) = os camundongos foram expostos ao 4-NQO durante 
12 semanas, seguidas de 12 semanas sem o carcinógeno. 
- Grupo 7 (4-NQO/triclosan) = após 12 semanas de exposição ao 4-NQO os 
camundongos foram tratados com triclosan durante 12 semanas. 
- Grupo 8 (4-NQO + triclosan) = os camundongos receberam 4-NQO e triclosan 
simultaneamente durante 12 semanas, seguidas de 12 semanas com dieta normal 
sem a presença de ambos, carcinógeno e triclosan (Tabela 3) 
As gaiolas foram higienizadas três vezes por semana, enquanto a ração e a 
água foram trocadas uma vez por semana. O consumo de água e ração, bem 






Tabela 2. Distribuição dos camundongos em grupos de acordo com o tratamento, no 
período experimental de 28 semanas (n = 10/grupo). 
 
Grupos       Tratamento  Período 
(semanas) 
1- Propilenoglicol  
 
Água + propilenoglicol  
Somente água  
16 
12 
2- Triclosan  
 
Ração + triclosan  
Ração sem triclosan  
16 
12 
3- 4-NQO  
 
Água + 4-NQO  
Somente água  
16 
12 
4- 4-NQO/Triclosan Água + 4-NQO  
Água e ração + triclosan  
16 
12 
5- 4-NQO + Triclosan Água + 4-NQO e ração + triclosan 





Tabela 3. Distribuição dos camundongos em grupos de acordo com o tratamento, no   
período experimental de 24 semanas (n = 10/grupo). 
 
Grupos       Tratamento  Período 
(semanas) 
6- 4-NQO  
 
Água + 4-NQO  
Somente água  
12 
12 
7- 4-NQO/Triclosan Água + 4-NQO  
Água e ração + triclosan  
12 
12 
8- 4-NQO + Triclosan Água + 4-NQO e ração + triclosan 
















4.9. Preparo da solução de 4-nitroquinolina-1-óxido (4-NQO) 
 
A solução estoque de 4-NQO (Sigma-Aldrich) foi preparada de modo a 
obter a concentração de 5 mg/ml (250 mg de 4-NQO dissolvidos em 50 ml de 
propilenoglicol - Synth). A mistura foi homogeneizada em agitador magnético e o 
frasco com a solução estoque, envolvido em papel alumínio e armazenado em 
geladeira a 4ºC, para evitar a degradação do agente carcinogênico. Esta solução 
estoque foi diluída em água, de modo a se obter a concentração de 100 μg//ml 
que foi colocada nas mamadeiras das gaiolas e fornecida ad libitum aos 
camundongos dos grupos 3, 4 e 5 pelo período de 16 semanas e aos grupos 6, 7 
e 8 durante 12 semanas. Os camundongos do grupo 1 receberam água acrescida 
de propilenoglicol por 16 semanas, no mesmo volume da solução estoque de 4-
NQO que foi adicionada na água dos grupos acima descritos. 
 
4.10. Preparo da ração suplementada com triclosan 
 
Este procedimento foi realizado no Laboratório de Farmacologia da 
Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP/UNICAMP), com a colaboração do 
Prof. Dr. Francisco C. Groppo. A princípio foi planejado diluir o triclosan em álcool 
e adicioná-lo na água de beber dos camundongos. Entretanto, foi observada 
precipitação da droga quando adicionada na água, nas primeiras 24h. Sendo 
assim, a alternativa foi adicionar o triclosan na ração dos animais com base no 
estudo de Lu & Archer, 2005. 
Para administrar aos camundongos, o triclosan foi adicionado na ração 
Labina (Purina, Brasil) que foi transformada em pó através de moagem (Moinho - 
MCS 280, ESALQ/USP). Esta dieta foi feita em peletes (pequenas bolas de pó 
compactado) de modo a se obter uma concentração de 1000 p.p.m de triclosan, 
considerada não tóxica após longos períodos de administração em animais (Lu & 
Archer, 2005). Cada 2,5 kg de ração era composto de 1.664,25 g de ração Labina; 
833,25 g de celulose (substância ligante para facilitar a peletização) e 2,5 g de 
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triclosan, os quais foram colocados em homogeneizador (BP-12, G.Paniz, Brasil) 
durante 1h. Os peletes de ração eram confeccionados semanalmente, por meio da 
adição de água destilada a 40ºC em quantidades suficientes para se obter uma 
massa de consistência pastosa. Com uma máquina para churros portátil (Bazar 
Big, Indústria e Comércio) a massa foi compactada, cortada, colocada sobre papel 
alumínio e deixada na estufa a 40ºC durante 16h para secagem. A temperatura de 
40ºC tanto da água destilada quanto da estufa, se justifica pelo fato do triclosan 
apresentar ponto de fusão de 57ºC. Após o resfriamento a ração foi armazenada 
em recipiente fechado, à temperatura ambiente e ao abrigo da luz, sendo colocada 
nas gaiolas dos grupos 2, 4, 5, 7 e 8 (Tabela 2). 
 
4.11. Obtenção das amostras 
 
Os camundongos dos grupos 6, 7 e 8 foram sacrificados pela inalação 
de CO2 ao final da 24
a semana e os grupos 1, 2, 3, 4 e 5 ao final da 28a semana. 
Imediatamente foi realizada a dissecação dos camundongos, feita a análise 
macroscópica das línguas seguida de fixação em formol a 10%, por no mínimo 
24h ou no máximo 72h, os seguintes tecidos: língua, palato, esôfago, estômago, 
fígado, pulmão e rins. Os tecidos foram processados e incluídos em parafina no 
Laboratório de Histopatologia da Área de Patologia Bucal da FOP/UNICAMP. 
Cortes histológicos de 5 μm foram obtidos e corados com hematoxilina e eosina 
(H&E), conforme protocolo adotado neste Laboratório de Histopatologia (Anexo 2). 
 
4.12. Análise histopatológica em hematoxilina e eosina (H&E) 
 
A análise dos cortes histológicos corados em H&E das línguas, palato e 
órgãos internos (esôfago, estômago, fígado, pulmão e rins) foi realizada em 
microscopia de luz com microscópio binocular (Nikon YS 100, Japão) adaptado 
com ocular WSCF 10X/18 e objetivas Nikon 4X/0,10, 10X/0,25, 40X/0,65 e 
100X/1,25. Previamente à leitura, as lâminas foram sequencialmente numeradas 
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omitindo-se a identificação original, a fim de se evitar qualquer indução dos 
resultados pelos dois avaliadores (ATMM e JJJ). Nos casos de discordância, as 
lâminas eram reavaliadas para se chegar a um consenso. 
As lâminas dos cortes de língua, palato e esôfago dos camundongos 
foram avaliadas e classificadas em displasias leve, moderada e severa/carcinoma 
in situ e carcinoma espinocelular. Os critérios utilizados para a classificação das 
displasias foram aqueles preconizados pela Organização Mundial de Saúde (Gale 
et al., 2005): 
- Alterações na arquitetura do tecido: estratificação epitelial irregular, perda da 
polaridade das células da camada basal, aumento do número de figuras mitóticas, 
mitoses superficiais anormais, disqueratose (queratinização prematura), pérolas 
de queratina dentro das projeções epiteliais. 
- Alterações citológicas: anormalidades no tamanho nuclear (anisonucleose), 
pleomorfismo celular, aumento na relação núcleo/citoplasma, figuras mitóticas 
atípicas, aumento no número e tamanho dos nucléolos e hipercromatismo nuclear. 
Considerando estes critérios a classificação foi assim determinada: 
1- Displasia leve = quando as atipias estavam restritas ao terço inferior do epitélio; 
2- Displasia moderada = atipias presentes até a metade inferior do epitélio; 
3- Displasia severa/CEC in situ = atipias marcantes ocupando mais de dois terços 
da espessura epitelial e acompanhadas de alterações na arquitetura do epitélio. 
Optou-se por não diferenciar displasias severas de CECs in situ devido à 
subjetividade desta distinção. Nos casos de dúvidas quanto à presença ou não de 
invasão tumoral no tecido conjuntivo, os cortes eram aprofundados e novas 
lâminas confeccionadas. 
Nas lâminas de língua dos camundongos que apresentaram CEC 
invasivo, a área tumoral foi determinada. Para isso, a imagem do tumor na lâmina 
foi capturada em uma ampliação de 100X com câmera de vídeo (Sony CCD 
Íris/RGB, EUA) acoplada ao microscópio de luz (Zeiss, Alemanha) e a área 




4.13. Análise imunoistoquímica  
 
Para realização das reações imunoistoquímicas os blocos de parafina 
com a língua dos camundongos foram cortados na espessura de 3 μm e 
colocados sobre lâminas silanizadas (3-aminopropyl-triethoxysilane, Sigma-
Aldrich, EUA). Em todas as reações foram realizados controles positivos e 
negativos. As reações foram realizadas seguindo o protocolo: 
1. Desparafinização das lâminas usando 2 banhos de xilol de 10 minutos cada. 
2. Hidratação dos cortes, usando etanol em concentrações decrescentes (etanol 
absoluto, etanol 90%, etanol 70%, etanol 50%), seguida de lavagem em água 
corrente e água destilada. 
3. Bloqueio da peroxidase endógena utilizando peróxido de hidrogênio 10 volumes 
em 5 banhos de 5 minutos cada, seguida de lavagem em água corrente e 
destilada. 
4. A recuperação antigênica e as soluções de tampão, bem como a concentração 
dos anticorpos primários estão listados na tabela 3. Após esta etapa, deixar as 
amostras por 20 minutos à temperatura ambiente para resfriamento das soluções, 
lavar em água corrente e destilada e em solução salina tamponada com PBS a 10 
mM (pH 7,0). 
5. Incubação com os anticorpos primários (Tabela 4), diluídos em albumina sérica 
bovina (BSA) a 1% e azida sódica (NaN3) a 0,1% em PBS, em câmara úmida por 
18h a 4ºC. Após incubação com os anticorpos primários as lâminas foram lavadas 
com PBS (3 trocas). 
6. Incubação com o anticorpo secundário conjugado à peroxidase (Strept AB 
Complex/HRP Duet, Mouse/Rabbit, Dako, Dinamarca), nas diluições de 1:200 
(para anti-FASN, anti-ErbB2 e anti-Ki-67) e 1:100 (anti-p27Kip1) durante 30 minutos 
a 37ºC em câmara úmida. Lavagem das lâminas com PBS (3 trocas). 
7. Incubação com o complexo streptavidina-biotina-peroxidase (Strept AB 
Complex/HRP Duet, Mouse/Rabbit, Dako, Dinamarca), durante 30 minutos a 37oC 
em câmara úmida  
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8. Revelação da reação antígeno-anticorpo utilizando o substrato cromogênico 
(3,3 diaminobenzidina-DAB, Sigma-Aldrich), diluindo 0,120 g de cromógeno em 
200 ml de PBS, 2 ml de peróxido de hidrogênio (H2O2) 20 volumes e 2 ml de 
DMSO e incubando em estufa de calor seco por 5 minutos a 37oC. Lavagem com 
água corrente e água destilada. 
9. Contra-coloração das lâminas com Hematoxilina de Carrazi durante 5 minutos, 
lavagem em água corrente, desidratação com 3 banhos em etanol a 100%, 
seguida de diafanização em xilol com 2 trocas de 10 minutos cada e montagem 
com bálsamo do Canadá. 
 
Tabela 4. Anticorpos primários, clones, diluições, fabricantes e o método de recuperação 
antigênica, utilizados no estudo imunoistoquímico. 
 














(pH 9,0); Panela pressão 





Tampão de ácido cítrico 
 (pH 6,0); Panela pressão 





Dako 1:100 Tampão de ácido cítrico 






Dako 1:30 Tampão de ácido cítrico 
 (pH 6,0); Panela pressão 
elétrica 15 minutos 
 
A região selecionada para análise dos imunomarcadores foi sempre a 
mesma, previamente determinada nos cortes corados em H&E e correspondiam 
às áreas de alterações no epitélio (displasia leve, displasia moderada, displasia 
severa/CEC in situ, CEC invasivo). Para os anticorpos com marcação 
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citoplasmática (FASN e ErbB2) a análise foi feita pelos mesmos 2 observadores e 
a imunomarcação classificada nos seguintes graus, de acordo com os critérios 
utilizados por Campagnoli (2007): 
 (0) negativo; 
 (1) quantidade de células positivas ≤ 10%; 
 (2) quantidade de células positivas entre 11% e 50%; 
 (3) número de células positivas > 50%.  
Nos anticorpos com marcação nuclear (Ki-67 e p27Kip1), as análises 
foram realizadas em aumento de 400X, as células positivas e negativas foram 
contadas em cinco campos aleatórios dentro da área estudada, utilizando o 
sistema de imagem KS-400 (Kontron System 400 version 2.0, Carl Zeiss, 
Alemanha). Todas as células com marcação nuclear, independente da 
intensidade, foram consideradas positivas. A média aritmética das células 
positivas e negativas foi determinada e os resultados anotados em fichas 
apropriadas. As lâminas foram reavaliadas conjuntamente e os casos de 
discordância foram analisados por um terceiro profissional (JEL), a fim de se 
chegar a um consenso. 
 
4.14. Análise estatística 
 
Para as curvas de proliferação, análise do ciclo celular e apoptose 
foram construídos gráficos utilizando-se o programa Excel (Microsoft, E.U.A). A 
significância estatística dos resultados foi verificada através da análise de 
variância não paramétrica do teste t de Student. No modelo murino, os dados 
foram inseridos no programa SAS e testes paramétricos e não paramétricos foram 
realizados. A associação entre os grupos dos aspectos histopatológicos e 
imunoistoquímicos foi realizada através da análise de variância (ANOVA) e 
construção de tabelas de contingência, utilizando o teste Qui-quadrado, testes de 





5.1 Padronização das concentrações de triclosan 
 
Diante dos resultados que demonstraram a possibilidade de inibição do 
crescimento e aumento das taxas de apoptose das células B16-F10 tratadas com 
triclosan na concentração de 2,5 μg/ml (Anexos 4 e 5), optou-se pela realização de 
novos testes aumentando as concentrações para 5 µM, 7,5 μM, 10 μM e 20 μM 
agora em células da linhagem SCC-9, conforme inicialmente proposto nesta 
pesquisa. As principais dificuldades que tivemos nesta etapa foram relacionadas à 
metodologia na cultura de células. Dentre elas, conseguir padronizar o número de 
células SCC-9 a serem plaqueadas nos experimentos de análise do ciclo celular e 
apoptose. Além disso, tivemos que realizar alguns ensaios para conseguir a 
concentração ideal de triclosan, ou seja, a dosagem capaz de inibir a proliferação 
celular sem provocar a morte de todas as células, o que, quando acontecia, 
inviabilizava a análise em citometria de fluxo. 
O triclosan causou inibição do ciclo celular nas concentrações de 5, 7,5 
e 10 μM, sendo que na concentração de 20 μM todas as células morreram com 
48h de tratamento. A concentração de 7,5 μM de triclosan foi excluída dos 
experimentos seguintes, porque apresentou resultados muito próximos de 5 e 10 
μM (Figura 3). 
 
 
Figura 3. Distribuição das células SCC-9 nas fases do ciclo celular, após 48h de tratamento com 
diferentes concentrações de triclosan. Nota-se que houve aumento na porcentagem de células nas 
fases G0/G1 e diminuição na fase S com 5, 7,5 e 10 μM, enquanto que na concentração de 20 μM 
todas as células morreram. 
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5.2. Avaliação do efeito do triclosan sobre o ciclo celular das células SCC-9 
 
Para verificar o efeito da inibição de FASN com triclosan na distribuição 
das células nas fases do ciclo celular, as células SCC-9 foram plaqueadas (3x105 
células para as análises de 24h e 2x106 para 48h), tratadas com 5 μM ou 10 μM 
de triclosan e analisadas em citômetro de fluxo. Após os períodos de 24h e 48h, 
houve nítida inibição da progressão do ciclo celular com 5 μM e 10 μM de 
triclosan, caracterizada por aumento da quantidade de células nas fases G0/G1. A 
porcentagem de células na fase S foi reduzida em 80% após a inibição de FASN 


















5.3. Avaliação do efeito do triclosan sobre a apoptose das células SCC-9 
Figura 4. Distribuição das células SCC-9 nas fases do ciclo celular, após tratamento com 5 μM ou 
10 μM de triclosan. Nota-se que houve um aumento na porcentagem de células nas fases G0/G1, 
concomitante com uma diminuição de 80% na fase S em ambas as concentrações, tanto no 
período de 24h (A) como 48h de tratamento (B). Valores médios obtidos de três experimentos 
independentes (*p < 0,05; teste t de Student). 
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5.3. Avaliação do efeito do triclosan sobre a apoptose das células SCC-9 
 
Para verificar o efeito do triclosan sobre os índices de apoptose, as 
células SCC-9 foram plaqueadas (3x105 para análises de 24h e 2x105 células para 
48h) e tratadas com 5 μM ou 10 μM da droga. Depois de marcadas com anexina 
V-FITC e avaliadas no citômetro de fluxo observou-se que em comparação aos 
controles, a apoptose aumentou uma vez (15%) e duas vezes (122%) nas células 
tratadas com 5 μM e 10 μM, respectivamente após 24h. No período de 48h o 
aumento nos índices de apoptose foi mais elevado com 10 μM de triclosan, sendo 
sete vezes maior (625%) em relação aos controles (Figura 5). As células SCC-9 
tratadas com triclosan apresentaram menor densidade e formato mais 






Figura 5. A porcentagem de células apoptóticas após o tratamento com triclosan foi avaliada pela 
marcação com Anexina-V FITC em citômetro de fluxo. Nota-se que após 48h, os índices de 
apoptose aumentaram duas vezes (132%) nas células tratadas com 5 µM e sete vezes (625%) nas 







Figura 6. Aspecto morfológico das células SCC-9 controle e após tratamento com diferentes 
concentrações de triclosan por 24h e 48h. (A) Células controle (DMSO), após 24h e (B) 48h, 
exibindo crescimento em grumos e apresentando maior densidade. As células tratadas com 5 µM 
de triclosan por 24h (C) e 48h (D), e com 10 µM de triclosan nos períodos de 24h (E) e 48h (F) 
apresentaram menor densidade e morfologia mais arredondada (Microscopia de contraste de fase, 
aumento original 100X). 
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5.4. Efeito do tratamento com triclosan sobre a produção de FASN, ErbB2, 
p27kip1 e Skp2 pelas células SCC-9 
 
Com o intuito de verificar se o tratamento com triclosan afeta a 
produção de proteínas sabidamente relacionadas ao controle da proliferação das 
células SCC-9, como ErbB2, p27kip1 e Skp2, além da própria proteína FASN, foram 
realizadas análises através de western blotting. A adição de triclosan na 
concentração de 5 µM ao meio de cultura das células SCC-9 pelo período de 24h 
provocou discreto aumento na quantidade de FASN, em relação às células 
controle. Na concentração de 10 µM a intensidade da banda foi mais forte, 
indicando aumento progressivo na quantidade de FASN. Com relação à 
oncoproteína ErbB2 houve redução da sua quantidade nas células tratadas com 
10 µM de triclosan. Aumento nítido e gradativo na quantidade da proteína p27kip1 e 
diminuição da proteína Skp2 foram detectados, o que sugere inibição da 
progressão do ciclo celular confirmando os resultados dos experimentos de 
citometria de fluxo (Figura 7A). A Figura 7B mostra a análise densitométrica das 













Figura 7 (A). Experimentos de western blotting que representam o efeito do tratamento com 
triclosan sobre a quantidade das proteínas FASN, ErbB2, p27
kip1
 e Skp2, nas células SCC-9. Nota-
se maior intensidade da banda de FASN, nas células tratadas com 10 µM de triclosan; discreta 
redução na intensidade da banda de ErbB2 com 10 µM de triclosan; aumento gradativo na 
intensidade da banda de p27
kip1
 e diminuição de Skp2. A detecção da proteína de citoesqueleto β-
actina mostra que todas as canaletas receberam a mesma quantidade de proteína total. (B) Análise 







5.5. Análise da quantidade de lipídios nas células SCC-9 tratadas com 
triclosan 
 
Para demonstrar a inibição da atividade lipogênica de FASN através do 
tratamento com triclosan, as células SCC-9 foram coradas com Oil red-O. Tanto 
as células tratadas como as controle apresentaram marcação na forma de 
gotículas citoplasmáticas de tamanhos variáveis. A quantificação do número de 
células positivas demonstrou maior índice nas células tratadas com triclosan 
adicionado em meio contendo 10% FBS, correspondendo a 57,48% quando 
comparado com 16,67% nas células controle (Figura 8). Com a finalidade de 
verificar a eventual influência dos ácidos graxos presentes na composição do meio 
de cultura, foram realizados experimentos reduzindo a concentração de FBS do 
meio de cultura para 2% e também em meio livre de FBS. Os resultados também 
demonstraram maior marcação com Oil red-O nas células tratadas (Figura 8C). 
Para confirmar estes resultados utilizou-se outro inibidor de FASN, a cerulenina. 
Além disso, foi realizada a contagem dos corpúsculos lipídicos em cada célula. O 
número de corpúsculos lipídicos foi menor nas células tratadas com triclosan ou 
cerulenina, porém em algumas células estes corpúsculos pareciam maiores e às 
vezes coalescentes (Figuras 9, 10, 11, 12 e 13). Em meio de cultura livre de FBS a 
diminuição do número de corpúsculos lipídicos por célula foi mais evidente, tanto 




















Figura 8. Coloração para lipídios com Oil red-O nas células SCC-9 controle e tratadas com 5 μM 
de triclosan durante 24h em meio contendo 10% de FBS. (A) Controle (DMSO), mostrando 
algumas células com grande quantidade de corpúsculos lipídicos e outras negativas (aumento 
original 200X). (B) Presença de corpúsculos lipídicos na maioria das células tratadas com 
triclosan. (C) Gráfico representativo da marcação com Oil red-O em diferentes concentrações de 
FBS, mostrando maior positividade nas células submetidas ao tratamento com triclosan (*p = 













Figura 9. Coloração para lipídios com Oil red-O nas células SCC-9 controle e tratadas com 5 μM 
de triclosan. (A) Células  controle (DMSO) exibindo grande quantidade de corpúsculos lipídicos 
(aumento original 200X). (B) Células tratadas com triclosan por 24h, apresentando menor 
quantidade de corpúsculos lipídicos (aumento original 400X). (C) Gráfico do número de 
corpúsculos lipídicos por célula em um total de 100 células. Valores médios de três experimentos 
independentes (*p < 0,05; teste t de Student). 
Figura 10. (A) Células controle exibindo corpúsculos lipídicos de tamanhos variáveis (aumento 
original 400X). (B) Células tratadas, mostrando menor quantidade de corpúsculos lipídicos. (C) 
Gráfico do número de corpúsculos lipídicos por célula. Valores médios de três experimentos 













Figura 11. Coloração com Oil red-O nas células SCC-9 controle e tratadas. (A) Células controle 
exibindo maior número de corpúsculos lipídicos (aumento original 200X). (B) Células tratadas com 
triclosan por 24h, apresentando corpúsculos lipídicos de diferentes tamanhos e em menor número 
(aumento original 400X). (C) Número de corpúsculos lipídicos por célula. Valores médios de três 
experimentos independentes. 
Figura 12. Coloração com Oil red-O nas células SCC-9 controle e tratadas com 5 μg/ml de 
cerulenina por 24h. (A) Células controle (DMSO) exibindo maior número de corpúsculos lipídicos 
(aumento original 400X). (B) Células tratadas apresentando menor número de corpúsculos 







5.6. Modelo Murino 
 
Ao final do experimento, dos 80 camundongos BALB/c incluídos na 
pesquisa, 76 (95%) sobreviveram. Quatro camundongos morreram antes de 
completar o período experimental, sendo dois do grupo 3 (4-NQO 16 semanas) e 
dois do grupo 6 (4-NQO 12 semanas). Os óbitos aconteceram entre a 4a e 6a 
semanas e a autópsia foi sugestiva de ruptura intestinal. 
 
5.6.1. Peso corporal dos animais 
 
Durante os períodos experimentais, os camundongos dos grupos 
1(propilenoglicol), 2 (triclosan) e 7 (tratados com triclosan após o 4-NQO) 
apresentaram médias de peso significativamente maiores que todos os demais 
grupos (Figura 14). O grupo 6 tratado exclusivamente com 4-NQO, após 24 
semanas apresentou média superior ao grupo 3 (4-NQO, após 28 semanas) o 
qual teve a menor média de peso. 
Figura 13. (A) Células SCC-9 controle, exibindo corpúsculos lipídicos em maior número (aumento 
original 400X). (B) Células tratadas apresentando menor número de corpúsculos lipídicos. (C) 









5.6.2. Consumo de água e ração 
 
A média semanal do consumo de água por grupo variou de 271,6 ml a 
369,4 ml. A maior média foi registrada no grupo 1 (propilenoglicol), a qual 
apresentou diferença significativa das médias dos grupos 3, 4, 5, 7 e 8 (Figura 
15A). 
Quanto ao consumo de ração, o grupo 1(ração sem triclosan) 
apresentou média significativamente maior que todos os demais grupos. As 
médias dos grupos 2 (ração com triclosan) e 6 (ração sem triclosan) foram 
significativamente maiores que as médias dos grupos 4 e 5 (ração com triclosan) e 
3 (ração sem triclosan). Por outro lado, a média do grupo 8 (ração com triclosan) 
apresentou diferença significativa dos grupos 3 e 4. Estes resultados indicaram 
que a presença do triclosan não influenciou na quantidade de ração ingerida pelos 
camundongos. O grupo 3 (4-NQO, após 28 semanas) apresentou a menor média 
Figura 14. Médias do peso corporal (g) dos camundongos pertencentes aos grupos controle (4-
NQO) e tratados com triclosan após ou simultaneamente ao 4-NQO durante os períodos 
experimentais de 28 (grupos 1, 2, 3, 4 e 5) e 24 semanas (grupos 6, 7 e 8). Médias com letras 
iguais não diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05). 
 
*Pglicol, propilenoglicol; 4-NQO/triclosan, tratamento com triclosan após o 4-NQO; 4-NQO + triclosan, 
tratamento com triclosan simultaneamente ao 4-NQO. 
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de consumo de ração principalmente nas duas últimas semanas do experimento, 
possivelmente porque a presença de CECs na língua dificultou a alimentação dos 











Figura 15. Médias do consumo de água (A) e ração (B) dos camundongos pertencentes aos 
grupos controle (4-NQO) e tratados com triclosan após ou simultaneamente ao 4-NQO, durante 28 
semanas (grupos 1, 2, 3, 4, e 5) e 24 semanas (grupos 6, 7 e 8). Médias com letras iguais não 
diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05).  
 
*Pglicol, propilenoglicol; 4-NQO/triclosan, tratamento com triclosan após o 4-NQO; 4-NQO + 





5.6.3. Características macroscópicas  
 
As línguas dos camundongos dos grupos 1 (propilenoglicol) e 2 
(triclosan) não apresentaram alterações, após 28 semanas de tratamento. A 
superfície dorsal estava recoberta por membrana mucosa íntegra, contendo as 
papilas linguais com aspecto de normalidade (Figura 16A). 
As alterações macroscópicas foram mais evidentes na superfície dorsal 
da língua. Nos grupos de 28 semanas (3, 4 e 5), todos os animais apresentaram 
alterações macroscópicas na língua, sendo que no grupo 3 (4-NQO) houve 
predomínio de lesões exofíticas (62,5%), enquanto nos grupos tratados com 
triclosan após e simultaneamente ao 4-NQO (4 e 5), as lesões brancas 
predominaram ocorrendo em 80% e 90% dos casos, respectivamente (Figuras 16 
e 17). Além disso, um camundongo do grupo 3 apresentou lesão exofítica em 
palato. 
Após 24 semanas, as alterações macroscópicas foram menos 
evidentes nos grupos tratados com triclosan após e simultaneamente ao 4-NQO (7 
e 8), ocorrendo em 60% e 50% dos casos respectivamente, quando comparadas 
com o grupo 6, tratado exclusivamente com 4-NQO, em que todos os 
camundongos apresentaram alterações na superfície dorsal da língua. No grupo 8 
50% dos camundongos não apresentaram alterações macroscópicas na língua, 
sugerindo que o triclosan reduziu a incidência de lesões brancas, quando 
administrado simultaneamente ao 4-NQO (Figura 17). 
Os órgãos internos examinados tais como esôfago, estômago, fígado, 




















Figura 16. Línguas dos camundongos dos grupos tratados com triclosan após e simultaneamente 
ao 4-NQO (B e C) e tratados exclusivamente com 4-NQO (D, E e F). (A) Aspecto de normalidade 
da língua de camundongo dos grupos que receberam propilenoglicol (grupo 1) e triclosan (grupo 
2), após 28 semanas. (B) Língua com manchas e placas brancas espalhadas na superfície dorsal. 
(C) Presença de lesões exofíticas na superfície dorsal e ventral da língua. (D) Úlcera no terço 
posterior de língua. (E e F) Lesão exofítica na região posterior e anterior do dorso de língua. 
Figura 17. Alterações macroscópicas presentes na língua dos camundongos, após os periodos 
experimentais de 28 semanas (grupos 3, 4 e 5) e 24 semanas (grupos 6, 7 e 8). Nota-se que no 
grupo 3 (4-NQO) as lesões exofíticas predominaram, enquanto nos grupos tratados com triclosan 
após e simultaneamente ao 4-NQO (4 e 5) as lesões brancas foram mais frequentes. 
 
*4-NQO/triclosan, tratamento com triclosan após o 4-NQO; 4-NQO + triclosan, tratamento com 








Como previsto, as línguas dos camundongos dos grupos 1 
(propilenoglicol) e 2 (triclosan) não apresentaram alterações microscópicas, ao 
final de 28 semanas. Estas línguas que não foram expostas ao 4-NQO 
apresentaram histologia normal (Figura 19A). A superfície dorsal era revestida por 
epitélio pavimentoso estratificado queratinizado, com presença de papilas 
gustativas e botões gustativos adjacentes. A porção ventral era revestida por 
epitélio pavimentoso estratificado queratinizado. O músculo estriado esquelético 
apresentava arranjo em feixes longitudinais, transversais e verticais. As glândulas 
salivares presentes estavam localizadas no terço posterior da língua. 
Todos os camundongos do grupo 3, tratados exclusivamente com 4-
NQO, desenvolveram carcinomas após 28 semanas. Já nos grupos tratados com 
triclosan após e simultaneamente ao 4-NQO (4 e 5) a incidência de CECs foi 
menor ocorrendo em 50% e 10% dos casos, respectivamente. Ao comparar os 
grupos 4 e 5 pôde-se observar que o triclosan foi mais eficaz em impedir o 
desenvolvimento de CECs, quando administrado simultaneamente ao 4-NQO. No 
total, o triclosan causou uma redução de 40% na incidência de CECs (100% 4-
NQO versus 60% triclosan após e simultaneamente ao 4-NQO). A displasia 
severa/CEC in situ ocorreu em 30% e 20% dos casos nos grupos 4 e 5, 
respectivamente, enquanto a displasia moderada foi mais frequente no grupo 5 
ocorrendo em 50% dos casos, como demonstrado na figura 18 (p = 0,01). 
Após 24 semanas, a incidência de CECs foi maior (37,5%) no grupo 6, 
tratado exclusivamente com 4-NQO, quando comparada com o grupo 7 (triclosan 
após o 4-NQO) que apresentou um caso (10%) e com o grupo 8 (triclosan 
simultaneamente ao 4-NQO), no qual nenhum camundongo desenvolveu CEC. A 
redução na incidência de CECs causada pelo triclosan foi de 73% (37,5% 4-NQO 
versus 10% triclosan). A displasia moderada foi mais frequente no grupo 7 (60%), 
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enquanto o grupo 8 apresentou maior frequência (70%) de displasia leve (p = 
0,01). As figuras 19B, 19C e 19D mostram os aspectos microscópicos das 
displasias, enquanto as figuras 19E e 19F representam os CECs de língua 
presentes nos camundongos dos diferentes grupos experimentais. 
O número de tumores (CECs) por camundongo foi menor nos grupos 
tratados com triclosan em comparação com os controles, tratados exclusivamente 
com 4-NQO (p = 0,05), conforme mostrado na Figura 20. A área tumoral dos 
CECs invasivos foi estimada com o auxílio do programa Image J. Não houve 
diferença significativa entre as áreas tumorais dos grupos tratados com triclosan e 










Figura 18. Gráfico representativo dos aspectos microscópicos presentes na língua dos 
camundongos, após 28 semanas (grupos 1, 2, 3, 4 e 5) e 24 semanas (grupos 6, 7 e 8). Os grupos 
tratados com triclosan após e simultaneamente ao 4-NQO ao final de 28 semanas (4 e 5) e 24 
semanas (grupo 7) apresentaram menor incidência de CECs, quando comparados com os grupos 
tratados exclusivamente com 4-NQO. Nota-se que no grupo 8 não houve formação de carcinomas 
após o período experimental de 24 semanas (Qui-quadrado de Mantel-Haenszel p = 0,01). 
 
*Pglicol, propilenoglicol; 4-NQO/triclosan, tratamento com triclosan após o 4-NQO; 4-NQO + 







Figura 19. (A) Língua dos camundongos dos grupos 1 (propilenoglicol) e 2 (triclosan), apresentando 
aspecto de normalidade; (B) displasia leve; (C) displasia moderada; (D) displasia severa/CEC in situ; (E 
e F) carcinomas invasivos com áreas de intensa queratinização (A e E HE, aumento original 100X; B, C, 




















Figura 21. Gráfico das medidas das áreas tumorais dos carcinomas invasivos. Nota-se que não 
houve diferença significativa entre os grupos tratados com triclosan após e simultaneamente ao 4-
NQO e os controles (4-NQO), após 28 semanas (grupos 3, 4 e 5) e 24 semanas (grupos 6 e 7). 
Médias com letras iguais não diferem entre si pelo teste de Wilcoxon. 
Figura 20. Gráfico representativo mostrando que o número de tumores por camundongo foi menor 
nos grupos tratados com triclosan simultaneamente ao 4-NQO, grupo 5 (28 semanas) em relação 
ao controle (grupo 3) e no grupo 8 (24 semanas) em que não houve formação de CECs. Médias 
com letras iguais não diferem entre si pelo teste de Wilcoxon (p = 0,05). 
*4-NQO/triclosan, tratamento com triclosan após o 4-NQO; 4-NQO + triclosan, tratamento com 





Nenhuma alteração microscópica foi observada no palato dos animais 
dos grupos 1 (propilenoglicol) e 2 (triclosan). A formação de CECs em palato 
ocorreu somente nos camundongos dos grupos controle, tratados exclusivamente 
com 4-NQO, sendo 3 casos (37,5%) no grupo 3, após 28 semanas e 2 casos 
(25%) no grupo 6, após 24 semanas. A displasia moderada foi evidenciada nos 
grupos tratados com triclosan após e simultaneamente ao 4-NQO (4 e 5) e no 
grupo 3 (4-NQO), correspondendo a 80%, 20% e 50% dos casos, 
respectivamente, após 28 semanas. No grupo 5, tratado com triclosan 
simultaneamente ao 4-NQO, não foram observadas alterações microscópicas em 
50% dos casos, enquanto no grupo 3 todos os camundongos apresentaram 
displasias ou CECs em palato (Figura 22). 
Após 24 semanas, a maioria dos camundongos (60%) dos grupos, 
tratados com triclosan após e simultaneamente ao 4-NQO (7 e 8), apresentaram 
aspecto de normalidade no palato. Ao contrário, no grupo 6 tratado 
exclusivamente com 4-NQO foram observadas alterações microscópicas em 
palato na maioria dos camundongos, sendo as displasias em 55% e CECs em 
25% dos casos (Figura 22). A figura 23 mostra o aspecto microscópico dos CECs 




















Figura 22. Aspectos microscópicos evidenciados no palato dos camundongos dos diferentes 
grupos experimentais. Após 24 semanas, a maioria das amostras de palato dos grupos 7 e 8, 
apresentaram aspecto de normalidade. Os carcinomas se desenvolveram somente nos grupos 
controle (4-NQO), após 28 (grupo 3) e 24 semanas (grupo 6). 
*Pglicol, propilenoglicol; 4-NQO/triclosan, tratamento com triclosan após o 4-NQO; 4-NQO + 
triclosan, tratamento com triclosan simultaneamente ao 4-NQO. 
 
Figura 23. Aspecto microscópico dos carcinomas que se desenvolveram no palato dos 
camundongos dos grupos controles (4-NQO) após 24 e 28 semanas (HE, aumento original 200X). 
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5.6.4.3. Esôfago e outros órgãos 
 
Os animais dos grupos 1 (propilenoglicol) e 2 (triclosan) apresentaram 
esôfago com aspectos microscópicos de normalidade. Após 28 semanas, os 
grupos tratados com triclosan após e simultaneamente ao 4-NQO (4 e 5) 
apresentaram CECs em 5 casos (50%) e 1 caso (10%), respectivamente. Ao 
contrário, todos os camundongos do grupo 3, tratados exclusivamente com 4-
NQO, desenvolveram CECs no esôfago. Os camundongos tratados com triclosan 
simultaneamente ao 4-NQO (grupo 8) não desenvolveram CECs, enquanto no 
grupo tratado com triclosan após o 4-NQO (grupo 7) e no controle, tratado 
exclusivamente com 4-NQO (grupo 6) foram evidenciados 2 casos de CEC (20%) 
em cada, após 24 semanas (Figuras 24 e 25). Estes resultados sugerem que o 
triclosan quando administrado simultaneamennte ao 4-NQO apresentou um efeito 
quimiopreventivo sobre a mucosa do esôfago. 
A análise microscópica do estômago, fígado, pulmão e rins de todos os 
camundongos revelou ausência de carcinomas. Quanto ao fígado, um 
camundongo do grupo 3, tratado exclusivamente com 4-NQO, apresentou hepatite 


















Figura 24. Aspectos microscópicos do esôfago dos camundongos dos diferentes grupos 
experimentais. Nota-se que nos grupos 4 e 5 houve um menor número de carcinomas 
correspondendo a 50% e 10% respectivamente, quando comparados com o grupo 3 em que 100% 
dos camundongos desenvolveram carcinomas, após 28 semanas. No grupo 8, tratado com 4NQO e 
triclosan simultaneamente não houve formação de carcinomas, após 24 semanas. 
 
*Pglicol, propilenoglicol; 4-NQO/triclosan, tratamento com triclosan após o 4-NQO; 4-NQO + 
triclosan, tratamento com triclosan simultaneamente ao 4-NQO. 
Figura 25. Aspecto microscópico do carcinoma obstruindo a luz do esôfago de camundongo (HE, 
aumento original 50X). 
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5.6.5. Características imunoistoquímicas 
 
A análise imunoistoquímica para os anticorpos FASN, ErbB2, p27Kip1 e 





A proteína FASN apresentou marcação citoplasmática nas amostras 
analisadas. A maioria das amostras (80%) de epitélio normal do grupo 
1(propilenoglicol) apresentou expressão negativa para FASN, enquanto no epitélio 
normal do grupo 2 (triclosan) a maioria das amostras (70%), apresentou 
expressão positiva de grau 1 para FASN, sendo a marcação mais restrita à 
camada basal do epitélio (Figuras 26 e 27). Nos grupos tratados exclusivamente 
com 4-NQO (3 e 6), a expressão de FASN atingiu maiores níveis, sendo grau 2 
em 37,5% e grau 3 em 25% das amostras do grupo 3. No grupo 6 a positividade 
de grau 2 ocorreu em 50% das amostras. Nos grupos tratados com triclosan após 
e simultaneamente ao 4-NQO, a expressão de grau 1 foi predominante ocorrendo 
em 70%, 50%, 80% e 70% dos grupos 4, 5, 7 e 8 respectivamente (p = 0,036). A 
figura 28 mostra os graus de imunomarcação para FASN nos grupos 
experimentais de 28 semanas (1, 2, 3, 4 e 5) e 24 semanas (6, 7 e 8). 
A expressão de FASN nas displasias envolvia quase toda a espessura 
do epitélio e na maioria das displasias leve, moderada e severa/CEC in situ a 
expressão de grau 1 foi mais frequente ocorrendo em 66,67%, 61,11%, e 62,5% 
dos casos, respectivamente. Nos CECs a expressão de FASN foi variável com 
alguns casos negativos e outros com índices mais elevados de positividade (Grau 
3), conforme mostrado na Figura 27 (p = 0,027). A figura 28 mostra a 














Figura 26. Gráfico representativo da imunoexpressão de FASN nos diferentes grupos 
experimentais. A maioria das amostras dos grupos tratados com triclosan após e 
simultaneamente ao 4-NQO, após 28 semanas (grupos 4 e 5) e 24 semanas (7 e 8) apresentaram 
menor porcentagem de células positivas (Teste Qui-quadrado de Mantel-Haenszel p = 0,036). 
 
*Graus atribuídos: (negativo) quando não houve imunomarcação; (1) quando menos de 10% das células 
foram positivas; (2) quando o número de células positivas variou de 11% a 50%; (3) quando mais de 50% 
das células apresentaram positividade. 
Figura 27. Imunoexpressão de FASN no epitélio normal, displásico e nos CECs. A maioria das 
displasias apresentaram positividade de grau 1 para FASN, enquanto nos CECs a expressão de 
FASN foi variável apresentando desde a expressão negativa até o mais alto grau de positividade 







Figura 28. Imunomarcação para FASN em amostras dos grupos tratados exclusivamente com 4-NQO 
(B, C e D). (A) Epitélio normal apresentando imunopositividade principalmente na camada basal. (B) 
Displasia leve com imunopositividade das células nas camadas basal e espinhosa. (C) Displasia 
moderada com aumento de células positivas nas camadas basal, espinhosa e granulosa; (D) CEC com 
maior imunopositividade abrangendo toda a espessura do epitélio. (E e F) Amostras dos grupos tratados 
com triclosan simultaneamente ao 4-NQO; (E) displasia moderada com imunopositividade nas células 
das camadas basal e espinhosa, nota-se imunoexpressão reduzida em comparação à imagem C; (F) 











O anticorpo ErbB2 apresentou dois padrões distintos de 
imunomarcação, em membrana e citoplasma. A maioria das amostras de epitélio 
normal dos grupos 1 e 2 foram negativas para ErbB2 tanto em membrana quanto 
no citoplasma. Nos grupos tratados exclusivamente com 4-NQO (3 e 6) a 
expressão de ErbB2 em membrana com menor índice de células positivas (grau 1) 
foi predominante, sendo evidenciada em 75% e 37,5% das amostras 
respectivamente, enquanto nos grupos tratados com triclosan simultaneamente ao 
4-NQO (grupo 5) e após o 4-NQO (grupo 7), a expressão de ErbB2 em membrana 
de grau 2 foi predominante ocorrendo em 50% das amostras de cada (p < 0,0001), 
conforme representado na Figura 29. A expressão citoplasmática foi maior nos 
grupos tratados exclusivamente com 4-NQO (3 e 6), sendo o grau 2 evidenciado 
em 23,5% e 62,5% das amostras dos respectivos grupos e o grau 3 em 37,5% das 
amostras do grupo 3, enquanto nos grupos tratados com triclosan após e 
simultaneamente ao 4-NQO, em ambos os períodos experimentais, a expressão 
citoplasmática de graus 2 e 3 foram menos frequentes (p < 0,006), como 
demonstrado na Figura 31. 
Não houve diferença significativa entre as displasias entre si e os CECs 
em relação aos graus de expressão de ErbB2 em membrana. Entretanto, houve 
diferença significativa nos níveis de positividade citoplasmática para ErbB2, que 
apresentou marcação de grau 2 em 50% das displasias severas/CEC in situ e 
grau 3 em 44,4% dos CECs (p < 0,0001), como representado nas Figuras 30 e 32. 
A Figura 33 mostra a imunoexpressão de ErbB2 em epitélio normal, displasias e 















Figura 29. Gráfico representativo da imunoexpressão de ErbB2 em membrana nos diferentes 
grupos experimentais. Nos grupos tratados com triclosan após e simultaneamente ao 4-NQO, 
após 28 semanas (4 e 5) e 24 semanas (7 e 8) houve maior porcentagem de células positivas em 
relação aos grupos tratados exclusivamente com 4-NQO (Teste Qui-quadrado de Mantel-Haenszel 
p < 0,0001). 
 
*Graus atribuídos: (negativo) = quando não houve marcação; (1) = quando menos de 10% das células foram 
positivas; (2) = quando o número de células positivas variou de 11% a 50%; (3) quando mais de 50% das 
células apresentaram positividade.  
Figura 30. Expressão de ErbB2 em membrana no epitélio normal, displásico e nos CECs. No 
epitélio normal a maioria das amostras (53,85%) foi negativa. Não houve diferença significativa 














Figura 31. Gráfico representativo da imunoexpressão citoplasmática de ErbB2 nos grupos de 28 
semanas (1, 2, 3, 4 e 5) e 24 semanas (6, 7 e 8). A expressão negativa e de grau 1 foi mais 
frequente nos grupos tratados com triclosan após e simultaneamente ao 4-NQO, enquanto as 
maiores porcentagens de células positivas foram evidenciadas nos grupos tratados 
exclusivamentee com 4-NQO (Teste Qui-quadrado de Mantel-Haenszel p < 0,006). 
 
*Graus atribuídos: (negativo) = quando não houve marcação; (1) = quando menos de 10% das células foram 
positivas; (2) = quando o número de células positivas variou de 11% a 50%; (3) quando mais de 50% das 
células apresentaram positividade. 
Figura 32. Imunoexpressão citoplasmática de ErbB2 no epitélio normal, displásico e nos CECs. A 
imunomarcação de grau 2 foi evidenciada em 50% das displasias severa/CEC in situ enquanto nos 
CECs 44,44% dos casos apresentaram imunoexpressão de grau 3 (Teste Qui-quadrado de Mantel-







Figura 33. Imunomarcação para ErbB2 em amostras dos grupos tratados exclusivamente com 4-NQO 
(B, C e D). (A) Epitélio normal com algumas células da camada espinhosa apresentando discreta 
imunomarcação em membrana. (B) Displasia leve com imunoexpressão bem evidente em membrana 
das células da camada espinhosa. (C) Displasia moderada com diminuição da imunomarcação em 
membrana das células da camada espinhosa e algumas células com imunopositividade citoplasmática. 
(D) CEC com imunoexpressão citoplasmática nas células mais superficiais (setas). (E e F) Amostras dos 
grupos tratados com triclosan simultaneamente ao 4-NQO; (E) displasia severa/CEC in situ com 
escassas células imunopositivas; (F) CEC apresentando imunoexpressão escassa e focal (A, B, C, D e 








5.6.5.3. p27Kip1  
 
O anticorpo anti-p27Kip1 apresentou marcação exclusivamente nuclear. 
No epitélio normal dos grupos 1 (propilenoglicol) e 2 (triclosan) houve menor 
índice de células positivas (11,20%). O índice de positividade para p27Kip1 foi 
menor nos grupos tratados exclusivamente com 4-NQO (3 e 6) apresentando 
média de aproximadamente 19% em ambos os grupos. Ao contrário, os grupos 
tratados com triclosan simultaneamente ao 4-NQO (5 e 8) apresentaram os 
maiores índices de positividade para p27Kip1, com médias de 31,99% e 39,63% 
respectivamente (p = 0,05), como demonstrado na Figura 34.  
As displasias leve e moderada apresentaram maiores índices de 
positividade, com médias de 37,83% e 31,75% respectivamente, enquanto na 
displasia severa/CEC in situ e CECs foi observada diminuição significativa dos 
níveis de p27Kip1, correspondendo aos índices de 19,07% e 22,78% 
respectivamente (p = 0,05), como  representado na Figura 35. Nos CECs a 
expressão de p27Kip1 foi variável, sendo constatada expressão negativa e índices 
mais elevados (> 50%) de positividade. Os CECs negativos para p27Kip1 (3 casos) 
foram de amostras provenientes de camundongos dos grupos tratados 
exclusivamente com 4-NQO (3 e 6), enquanto o grupo 4, tratado com triclosan 
após o 4-NQO, apresentou 2 casos de CECs com índice de positividade acima de 
50%. A Figura 36 representa a imunomarcação para p27Kip1 no epitélio normal, 















Figura 34. Gráfico representativo da análise quantitativa da imunoexpressão de p27
Kip1
 nos 
diferentes grupos experimentais. Os índices de imunomarcação positiva foram maiores nos grupos 
tratados com triclosan após e simultaneamente ao 4-NQO, ao final de 28 semanas (4 e 5) e 24 
semanas (7 e 8) quando comparados com os grupos tratados exclusivamente com 4-NQO. Médias 
com letras iguais não diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05). 
Figura 35. Imunoexpressão de p27
Kip1
 no epitélio normal, displásico e nos CECs. Nas displasias 
leve e moderada a expressão de p27
Kip1
 atingiu os maiores índices, sendo reduzida na displasia 
severa/CEC in situ e nos CECs. * Médias com letras iguais não diferem entre si pelo teste de 







Figura 36. Imunomarcação para p27
Kip1
 em amostras dos grupos tratados exclusivamente com 4-NQO 
(B, C e D). Observar padrão de marcação nuclear das células. (A) Epitélio normal, exibindo escassas 
células imunopositivas nas camadas espinhosa e granulosa. (B) Displasia leve mostrando aumento da 
imunopositividade envolvendo células das camadas basal, espinhosa e granulosa. (C) Displasia 
moderada com imunopositividade na camada espinhosa e algumas células da camada basal. (D) CEC 
apresentando escassas células imunopositivas. (E e F) Amostras dos grupos tratados com triclosan 
simultaneamente ao 4-NQO; (E) displasia severa/CEC in situ com imunopositividade predominante na 
camada espinhosa; (F) CEC apresentando maior índice de imunopositividade (A, B, C e E aumento 










Ao comparar as médias dos índices de positividade do Ki-67 entre os 
grupos, ficou evidente que as amostras dos grupos tratados exclusivamente com 
4-NQO (3 e 6) apresentaram médias superiores aos demais, com valores de 
35,6% e 29,6%, respectivamente (p = 0,05). Nos grupos tratados com triclosan 
após e simultaneamente ao 4-NQO, em ambos os períodos experimentais (4, 5, 7 
e 8), os índices de Ki-67 foram menores e não apresentaram diferença 
significativa entre estes mesmos grupos (Figura 37). 
No epitélio normal o índice de Ki-67 foi de 8,0%, sendo 
significativamente menor quando comparado com as displasias leve, moderada e 
severa/CEC in situ que apresentaram índices de 21%, 24% e 22,4% 
respectivamente (p = 0,05). Nos CECs a expressão de Ki-67 foi variável, 
apresentando índices de positividade inferior a 10% e superior a 50% (Anexo 3), 
sendo que a média de 25% de células positivas não apresentou diferença 
significativa quando comparada com as médias das displasias (Figura 38). A figura 
39 mostra a imunomarcação de Ki-67 no epitélio normal, displasias e CECs dos 
















Figura 37. Gráfico representativo da imunoexpressão de Ki-67 nos grupos experimentais de 28 
semanas (1, 2, 3, 4 e 5) e 24 semanas (6, 7 e 8). A porcentagem de células positivas para Ki-67 foi 
significativamente menor nos grupos tratados com triclosan após e simultaneamente ao 4-NQO, ao 
final de 28 semanas (4 e 5) e 24 semanas (7 e 8) quando comparados com os grupos tratados 
exclusivamente com 4-NQO, após 28 (grupo 3) e 24 semanas (grupo 6). * Médias com letras iguais 
não diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05). 
Figura 38. Imunoexpressão de Ki-67 no epitélio normal, displásico e nos CECs. A porcentagem de 
células positivas para Ki-67 não apresentou diferença significativa entre os graus de displasia e os 







Figura 39. Imunomarcação para Ki-67 em amostras dos grupos tratados exclusivamente com 4-NQO (B, 
C e D). (A) Epitélio normal exibindo escassas células imunopositivas na camada basal. (B) Displasia leve 
mostrando aumento da imunopositividade nas células da camada basal. Observar padrão de marcação 
nuclear das células. (C) Displasia moderada com imunopositividade na camada basal e em algumas 
células da camada espinhosa. (D) Carcinoma espinocelular com maior índice de células positivas. (E e 
F) Amostras dos grupos tratados com triclosan simultaneamente ao 4-NQO; (E) Menor imunopositividade 
em displasia severa/CEC in situ; (F) CEC com menor índice de células positivas. (A e E aumento original 









5.6.5.5. Correlação entre os marcadores imunoistoquímicos 
 
As imunomarcações de FASN e ErbB2 em citoplasma mostraram uma 
correlação significativa. Isto pode ser explicado pelo fato de que, 57,14% dos 
casos de expressão de grau 2 para FASN apresentaram o mesmo grau de 
expressão para ErbB2 em citoplasma. Além disso, 56% dos casos mostraram 
baixos níveis de expressão tanto de FASN como de ErbB2 em citoplasma (p = 
0,0018), conforme demonstrado na Tabela 5. A expressão de FASN e ErbB2 em 
membrana não apresentou correlação significativa (Tabela 6 ). 
 
Tabela 5. Correlação entre as expressões de FASN e ErbB2 em citoplasma. 
 
      Variável Grau 
ErbB2 em citoplasma 
1 2  
n (%) n (%) *P 
FASN 
         1 14 (56) 6 (42,86) 0,0018 




Tabela 6. Correlação entre as expressões de FASN e ErbB2 em membrana. 
 
    Variável Grau 
  ErbB2 em membrana 
1 2 3  
n (%) n (%) n (%) *P 
FASN 
1 18 (58) 8 (57,14) 4 (66,67) 0,13 
2 8 (25,81) 4 (28,57) 2 (33,33)  
 
 
* Qui-quadrado de Mantel Haenszel. 
* Qui-quadrado de Mantel Haenszel. 
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Para FASN e Ki-67 houve uma correlação significativa, sendo que o 
aumento dos valores de expressão de FASN ocorreu concomitantemente ao 
aumento dos níveis de expressão de Ki-67 (p = 0,013), como representado na 
Tabela 7. 
 
Tabela 7. Correlação entre as expressões de FASN e Ki-67. 
 
      Variável Grau 
Ki-67 
1 2  
n (%) n (%) *P 
FASN 
1 23 (65,71) 3 (33,33) 0,013 










O triclosan, agente antimicrobiano utilizado há mais de 30 anos em 
produtos cosméticos, tem ação antibiótica por inibir o domínio enoil-redutase 
impedindo a síntese de ácidos graxos em bactérias (McMurry et al., 1998). 
Existem apenas dois estudos que avaliaram a ação antitumorigênica do triclosan 
correlacionada com seu mecanismo de inibição da enzima FASN. Liu et al., (2002) 
mostraram que o triclosan nas concentrações de 2,5, 5,0, 7,5 e 10 μg/ml no meio 
de cultura, inibiu o crescimento e diminuiu a viabilidade das linhagens celulares 
MCF-7 e SKBr-3 de câncer de mama. Lu & Archer (2005) relataram redução da 
carcinogênese mamária em ratas expostas a 1000 p.p.m de triclosan na dieta, 
durante 12 semanas. No presente estudo foi demonstrado pela primeira vez que o 
triclosan bloqueia o ciclo celular e aumenta as taxas de apoptose em células 
derivadas de CECs bucais SCC-9. Nesta pesquisa ficou evidente também que o 
triclosan inibe a carcinogênese bucal induzida pelo 4-NQO em camundongos 
BALB/c. 
As células da linhagem SCC-9 quando tratadas com triclosan, 
apresentaram redução significativa da proliferação, com diminuição de 80% da 
quantidade de células na fase S do ciclo celular. O índice de apoptose foi sete 
vezes maior, nas células tratadas com 10 μM durante 48h. Os achados deste 
estudo mostraram que a inibição de FASN pelo triclosan impediu a progressão do 
ciclo celular e induziu a apoptose, de forma semelhante a outros inibidores de 
FASN tais como cerulenina e Orlistat. Neste contexto, Agostini et al. (2004) 
constataram que a cerulenina inibiu o crescimento de células SCC-4, -9, -15 e -25 
derivadas de CECs bucais e Zhang et al. (2005) observaram aumento da 
apoptose em células de CECs de língua (TCA-83). O Orlistat possui atividade 
antiproliferativa em linhagens celulares derivadas de câncer de próstata, mama e 
estômago (Knowles et al., 2004; Kridel et al., 2004; Menendez et al., 2004). Ainda 
não existem publicações na literatura sobre os efeitos do Orlistat em linhagens de 
células de CECs bucais. 
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Neste estudo, os resultados dos ensaios de western blotting para 
avaliar a produção das proteínas FASN, ErbB2, p27Kip1 e Skp2 foram similares aos 
descritos por Carvalho et al. (2008) em células B16-F10 tratadas com Orlistat. O 
tratamento da linhagem celular SCC-9 com triclosan provocou aumento da 
proteína p27Kip1, que é uma das principais proteínas responsáveis pela paralização 
do ciclo celular na fase G0/G1, e causou diminuição dos níveis da proteína Skp2, 
responsável pela ubiquitinização de p27Kip1. Em relação à proteína ErbB2, houve 
redução nos extratos protéicos preparados a partir de células SCC-9 tratadas com 
10 μM de triclosan. Outros estudos também demonstraram redução de ErbB2 em 
células de câncer de mama e ovário quando tratadas com Orlistat e C75 
(Menendez et al., 2004; Grunt et al., 2009), o que confirma a existência de 
interação molecular entre ErbB2 e FASN, que foi descrita inicialmente por Kumar-
Sinha et al. (2003). Menendez & Lupu (2007) propuseram três mecanismos da 
regulação mútua entre FASN e o receptor do fator de crescimento ErbB2. Em um 
deles, o bloqueio de FASN desestabiliza os “lipid rafts”, regiões especializadas das 
membranas celulares ricas em colesterol e proteínas onde está localizada a 
proteína ErbB2, o que consequentemente desencadeia a sua degradação. No 
segundo, a inibição de FASN implica em acúmulo de NADPH que resulta na 
formação de oxigênio reativo e este, por sua vez, bloqueia a expressão da 
proteína ErbB2. E finalmente, que a inibição de FASN (farmacológica ou via RNAi) 
suprime a expressão de ErbB2 por meio da elevação dos níveis de PEA3, um 
repressor da transcrição de ErbB2. 
O tratamento das células SCC-9 com triclosan provocou aumento nos 
níveis da proteína FASN em relação às células controle incubadas somente com 
DMSO, o que também foi demonstrado por Carvalho et al. (2008) em células B16-
F10 tratadas com Orlistat e Puig et al. (2009) em células de câncer de mama (SK-
Br3) tratadas com compostos polifenólicos, um novo grupo de inibidores sintéticos 
de FASN. Estes achados podem ser explicados pelo fato de que, em algumas 
linhagens celulares, a falta de atividade da enzima FASN pode ter gerado como 
resposta aumento na sua transcrição ou mesmo a estabilização da proteína FASN 
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com aumento da sua meia-vida (Kumar-Sinha et al., 2003). Neste estudo a 
inibição da atividade da enzima FASN após o tratamento com triclosan ainda não 
foi avaliada, mas experimentos utilizando a incorporação de 14C e RNAi já estão 
programados. 
O acúmulo de lipídios pode ser induzido nas células tumorais expostas 
a condições experimentais de hipóxia, cultivadas em alta confluência (Barba et al., 
2001) ou tratadas com agentes quimioterapêuticos (Delikatny et al., 2002; 
Milkevitch et al., 2005). A significância fisiológica do acúmulo de lipídios induzido 
por drogas em células tumorais é controvertida (Esquenet et al., 1997). Alguns 
autores sugeriram associação com apoptose (Bezabeh et al., 2001), necrose 
(Barba et al., 1999; Opstad et al., 2008) e diminuição do crescimento celular 
(Delikatny et al., 1996). Para Milkevitch et al. (2005) o acúmulo de lipídios 
induzidos por drogas, reflete tentativa da célula de se proteger dos efeitos tóxicos 
dos ácidos graxos ou seus derivados CoA ativados, como tem sido observado em 
neutrófilos. 
A técnica de coloração com Oil red-O tem sido utilizada para identificar 
lipídios neutros intracelulares em processos inflamatórios e em neoplasias 
malignas (Bozza et al., 2010). Neste estudo, o acúmulo de lipídios nas células 
SCC-9 foi evidente com algumas células, tratadas ou controle, intensamente 
coradas e outras sem nenhuma marcação. Curiosamente foi observado o aumento 
do número de células marcadas com Oil red-O na presença do triclosan, resultado 
semelhante ao descrito por Swinnen et al. (1996) e Esquenet et al. (1997) em 
células derivadas de câncer de próstata (LNCaP) submetidas ao tratamento com 
fator de crescimento (EGF) e retinóides, ambos estimulantes tanto da síntese 
como da atividade de FASN. Entretanto, diferente do EGF, o triclosan é um 
inibidor de FASN e seria de se esperar menor número de células marcadas em 
relação às controles. O aumento dos corpúsculos lipídicos sob influência do 
triclosan faz sentido, se considerarmos que este acúmulo pode estar associado 
com apoptose e diminuição do crescimento, processos resultantes dos efeitos 
citotóxicos de quimioterápicos como relatado por Delikatny et al. (2002) e 
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Milkevitch et al. (2005) e do próprio triclosan, como demonstrado neste trabalho 
por citometria de fluxo. 
Ao realizar a contagem do número de corpúsculos lipídicos por célula, 
houve discordância com os achados descritos anteriormente neste estudo. Isto 
porque as células tratadas com triclosan apresentaram menor número de 
corpúsculos lipídicos em relação às células controle. Achados similares foram 
decritos por Accioly et al. (2008) em células de câncer de cólon (CACO-2) tratadas 
com C75. Interessantemente, foi observado que os corpúsculos lipídicos nas 
células tratadas com triclosan eram maiores que nas células controle, o que 
também foi descrito por outros autores em células de câncer de próstata, mama e 
ovário, em resposta aos agentes quimioterapêuticos (Caliaro et al., 1994; 
Delikatny et al., 2002; Milkevitch et al., 2005). A significância desta observação é 
incerta (Milkevitch et al., 2005), embora tenha sido sugerido que durante o 
bloqueio da proliferação, o transporte de lipídios cessa e há fusão dos corpúsculos 
resultando na formação de corpúsculos lipídicos com maiores diâmetros (Quintero 
et al., 2007). As células tumorais submetidas à ação de drogas, utilizam os lipídios 
presentes no meio de cultura contendo FBS aumentando seu acúmulo intracelular 
(Delikatny et al., 2002). Em concordância com estes autores, observou-se que a 
diminuição do número de corpúsculos lipídicos por célula foi mais acentuada em 
meio de cultura livre de FBS tanto nas células tratadas como nas células controle. 
Neste estudo foram identificadas alterações nos níveis de lipídios intracelulares 
induzidas pelo triclosan em células derivadas de CECs bucais. Entretanto, mais 
estudos são necessários para determinar se as mudanças observadas no acúmulo 
de lipídios intracelulares podem ou não ser relacionadas com a atividade da 
enzima FASN, o que não foi possível de ser estabelecido somente pela técnica de 
Oil red-O. 
O modelo de carcinogênese bucal induzida pelo 4-NQO está bem 
estabelecido e tem sido muito utilizado no estudo de marcadores moleculares 
durante as fases da carcinogênese (Vered et al., 2005; Kanojia & Vaidya., 2006; 
Campagnoli, 2007; Hasina et al., 2009; Wilkey, 2009) e em estudos de 
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quimioprevenção do câncer bucal (Tanaka et al., 1990; Tanaka et al., 1994; 
Shiotani et al., 2001; Hasina et al., 2009; Sun et al., 2010). Além disso, os 
carcinomas induzidos pelo 4-NQO, similarmente aos CECs bucais humanos, 
apresentam aumento da imunoexpressão de FASN (Campagnoli, 2007), sendo 
este modelo adequado para o estudo in vivo da ação antitumorigênica de 
inibidores da atividade de FASN. A ração contendo 1000 p.p.m de triclosan foi 
administrada aos camundongos, uma vez que esta concentração não apresentou 
toxicidade em ratos e camundongos mesmo após dois anos de administração 
(Bhargava & Leonard, 1996). Neste estudo, o triclosan não teve influência na 
quantidade de ração ingerida e no peso corporal dos camundongos, o que 
também foi relatado por Lu & Archer (2005) ao avaliarem os efeitos do triclosan na 
carcinogênese mamária em ratas induzida pelo N-metil-N-nitroso-uréia. Em 
contraste, os inibidores de FASN como a cerulenina e C75 provocam perda de 
peso por estimularem a carnitina palmitoiltransferase-1 (CPT-1), a enzima 
responsável pela regulação da oxidação dos ácidos graxos mitocondriais, o que 
tem sido relacionado com anorexia e perda de peso em animais (Aja et al., 2008). 
As lesões brancas e exofíticas induzidas pelo uso do 4-NQO foram 
mais frequentes em dorso de língua, sendo as lesões brancas predominantes nos 
camundongos tratados com triclosan após e simultaneamente ao 4-NQO e as 
lesões exofíticas nos camundongos tratados exclusivamente com 4-NQO, após 28 
semanas. Além disso, o triclosan reduziu a incidência de lesões brancas quando 
administrado simultaneamente ao 4-NQO, após 24 semanas. Resultados 
semelhantes foram descritos por Shiotani et al. (2001) ao avaliarem os efeitos 
quimiopreventivos de nimesulida, um inibidor da cicloxigenase-2 enzima que tem 
sido implicada na carcinogênese oral. 
A análise microscópica dos cortes corados em HE não revelou 
diferenças na morfologia das displasias e CECs desenvolvidos nos grupos 
tratados ou não com triclosan. Os CECs eram bem diferenciados com excessiva 
formação de queratina e às vezes invadiam a camada muscular, conforme 
também foi descrito em estudo prévio utilizando o 4-NQO (Tang et al., 2004). 
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Interessantemente, observou-se redução estatisticamente significativa na 
incidência de CECs de língua nos grupos tratados com triclosan após e 
simultaneamente ao 4-NQO (4 e 5) quando comparados com o controle (grupo 3), 
tratado exclusivamente com 4-NQO, ao final de 28 semanas (100% versus 60%; p 
= 0,01). Com 24 semanas, esta redução foi de 73% (62,5% versus 10%; p = 0,01). 
Além disso, foi observada diminuição do número de CECs por camundongo nos 
grupos tratados com triclosan simultaneamente ao 4-NQO em ambos os períodos 
experimentais (p = 0,05). Em relação ao palato, a incidência de CECs foi menor do 
que em língua e ocorreu somente nos grupos tratados exclusivamente com 4-
NQO. Estes achados sugerem que o triclosan apresentou efeito quimioterapêutico 
e, principalmente, quimiopreventivo na carcinogênese bucal induzida pelo 4-NQO. 
Este efeito antitumorigênico in vivo está de acordo com o estudo in vitro, no qual o 
triclosan diminuiu a proliferação e aumentou a apoptose em células SCC-9 
derivadas de CEC de língua humano.  
No esôfago, após 28 semanas, os grupos tratados com triclosan após e 
simultaneamente ao 4-NQO (4 e 5) também apresentaram menor incidência de 
CECs correspondendo a 50% e 10% respectivamente, enquanto no grupo tratado 
exclusivamente com 4-NQO a incidência foi de 100%. No período de 24 semanas, 
o desenvolvimento de CECs foi igual (20%) entre os grupos tratados 
exclusivamente com 4-NQO (grupo 6) e o tratado com triclosan após o 4-NQO 
(grupo 7) enquanto o grupo 8 tratado com triclosan simultaneamente ao 4-NQO 
não desenvolveu CECs. Estes achados sugerem que o triclosan pode ter efeito 
quimiopreventivo na carcinogênese do esôfago. Entretanto, mais estudos são 
necessários para confirmar este efeito, uma vez que Shiotani et al. (2001) não 
encontraram alterações microscópicas em esôfago, mesmo nos grupos tratados 
exclusivamente com 4-NQO, durante 12 semanas. 
Em relação à forma de administração do triclosan foi observado que os 
grupos tratados com triclosan simultaneamente ao 4-NQO, apresentaram as 
menores incidências de CECs tanto em língua como em esôfago, após 24 e 28 
semanas. A razão deste resultado é especulativa no sentido de saber se o 
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triclosan teria algum efeito na detoxificação do 4-NQO, como demonstrado no 
estudo de Srinivasan et al. (2008) no qual foi constatado que os polifenóis do chá 
verde quando administrados simultaneamente com o 4-NQO, reduziram a 
incidência de CECs de língua por causarem aumento da atividade da enzima de 
detoxificação glutationa-S-transferase. 
A ação antitumorigênica do triclosan foi investigada por Lu & Archer 
(2005), que demonstraram uma redução de 38% na incidência de 
adenocarcinomas de mama induzidos em ratas. Estudos prévios têm demonstrado 
efeito antitumorigênico de outros inibidores de FASN. O Orlistat inibiu o 
crescimento de tumores de próstata em modelo xenográfico (Kridel et al., 2004) e, 
em melanomas murinos reduziu em 50% as metástases linfonodais espontâneas 
(Carvalho et al., 2008). C75 e C93 reduziram o número de adenocarcinomas de 
pulmão induzidos em camundongos em 50% e 75%, respectivamente (Orita et al., 
2008). Estes achados sugerem que os inibidores de FASN apresentam potencial 
quimiopreventivo e podem ser mais uma alternativa quimioterapêutica (Flavin et 
al., 2010). 
Estudos imunoistoquímicos têm demonstrado que a expressão de 
FASN aumenta do epitélio normal para hiperplasias, displasias e CECs bucais 
humanos (Krontiras et al., 1999; Guo et al., 2003; Silva et al., 2008). Em 
concordância com estes autores, neste estudo foi observado que as alterações na 
expressão de FASN ocorreram desde os estágios iniciais da carcinogênese 
induzida pelo 4-NQO, conforme demonstrado também por Campagnoli (2007). 
Além disso, o presente estudo demonstrou pela primeira vez que o triclosan foi 
capaz de retardar o processo de carcinogênese bucal induzida, devido ao seu 
efeito inibidor sobre a enzima FASN. Tanto os grupos tratados exclusivamente 
com 4-NQO como os grupos que receberam triclosan após e simultaneamente ao 
4-NQO apresentaram marcação positiva para FASN, na maioria das amostras 
analisadas. Entretanto, os níveis de expressão de FASN nos grupos tratados com 
triclosan foram menores em relação aos grupos tratados exclusivamente com 4-
NQO (p = 0,036).  
90 
 
Ao analisar a expressão de FASN nas displasias e CECs foi possível 
observar que a maioria das amostras dos grupos tratados com triclosan após e 
simultaneamente ao 4-NQO apresentaram baixo grau de positividade para FASN, 
enquanto as displasias e CECs dos grupos tratados exclusivamente com 4-NQO 
apresentaram maior porcentagem de células positivas (p = 0,027). Estes achados 
sugerem que o triclosan reduziu os índices de imunoexpressão de FASN durante 
a carcinogênese. Na literatura ainda não existem publicações sobre a análise 
imunoistoquímica de FASN em tumores de animais que foram submetidos ao 
tratamento com inibidores desta enzima. 
ErbB2 é uma proteína transmembrana da família dos receptores do 
fator de crescimento epidérmico (EGFR), com atividade de tirosina-quinase e que 
pode interagir com diferentes proteínas celulares mediando a via de transdução de 
sinais (Xia et al., 1999). A expressão de ErbB2 encontra-se aumentada em CECs 
bucais humanos (Xia et al., 1997; Kuropkat et al., 2002; Silva et al., 2004; Silva et 
al., 2008; Pinto et al., 2010) e em CECs de língua induzidos em camundongos 
pelo 4-NQO, conforme demonstrado neste estudo. Ainda existem controvérsias 
sobre o significado da marcação citoplasmática pelo ErbB2. Khan et al., (2002) 
considera somente a marcação de membrana e interpreta a marcação 
citoplasmática como artefato ou achado não-específico. Outros autores 
consideram a expressão citoplasmática como resultado específico e sugerem que 
os membros do EGFR podem funcionar não somente como receptor 
transmembrana, mas também em funções ainda desconhecidas dentro ou fora 
das células (Kuropkat et al., 2002; Nagler et al., 2002). Neste estudo foram 
considerados ambos os padrões de marcação para ErbB2. 
A expressão de ErbB2 em membrana foi mais evidente nos grupos 
tratados com triclosan após e simultaneamente ao 4-NQO (p < 0,0001) enquanto a 
marcação citoplasmática apresentou níveis maiores nos grupos tratados 
exclusivamente com 4-NQO (p < 0,006). Além disso, algumas amostras dos 
grupos tratados com triclosan após e simultaneamente ao 4-NQO apresentaram 
expressão negativa para ErbB2. Estes achados estão de acordo com o ensaio de 
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western blotting, no qual foi demonstrada redução dos níveis protéicos de ErbB2 
nas células SCC-9 tratadas com triclosan. Outro estudo também mostrou redução 
de ErbB2 em linhagem de células de melanoma murino (B16-F10) tratadas com 
Orlistat (Carvalho et al., 2008). 
A positividade citoplasmática foi predominante nos CECs (p < 0,0001), 
enquanto a imunomarcação em membrana não apresentou diferença significativa 
entre as displasias e os CECs. Nos CECs a expressão em membrana foi 
observada principalmente nas áreas bem diferenciadas e a marcação 
citoplasmática foi evidente nas células indiferenciadas, o que foi descrito também 
por outros autores em amostras de CECs bucais humanos (Silva et al., 2004; Silva 
et al., 2008; Pinto et al., 2010). 
Uma conexão direta entre a expressão de ErbB2 e FASN foi 
evidenciada por Menendez et al. (2004). Segundo estes autores, a inibição da 
expressão de FASN por meio de RNAi ou cerulenina provoca diminuição do 
RNAm de ErbB2 em linhagens de células de câncer de mama e de ovário. Outro 
estudo demonstrou que a inibição de FASN promove morte por apoptose, 
preferencialmente nas células que expressam grandes quantidades de ErbB2 
(Kumar-Sinha et al., 2003). No presente estudo foi observada correlação 
estatisticamente significativa entre as expressões de FASN e ErbB2 em 
citoplasma (p = 0,0018), enquanto outros estudos mostraram correlação de FASN 
com ErbB2 em membrana (Silva et al., 2008; Pinto et al., 2010). Essa diferença no 
resultado pode ter sido gerada por influência da inibição de FASN pelo triclosan. 
A proteína p27Kip1 inibe a quinase dependente de ciclina 2 (CDK2) e 
impede a progressão do ciclo celular, mantendo as células na fase G1 (Polyak et 
al., 1994). Segundo Choi et al. (2003) a positividade para p27Kip1 é observada nas 
células das camadas espinhosa e superficial no epitélio normal, o que também foi 
evidenciado neste estudo. A literatura tem demonstrado redução acentuada da 
proteína p27Kip1 em cânceres de cólon (Loda et al., 1997), mama (Tan et al., 
1997), linfomas (Chiarle et al., 2002), gliomas (Piva et al., 1999) e CECs bucais 
humanos, assim como correlação com pior prognóstico (Kudo et al., 1998; Fujieda 
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et al., 1999; Ito et al., 1999; Shintani et al., 2003). A redução da proteína p27Kip1 
ocorre nos estágios iniciais da carcinogênese (Kudo et al., 2005). Nos achados de 
Shintani et al. (2003) a expressão de p27Kip1 estava reduzida nas displasias 
severas e diminuiu ainda mais nos carcinomas. 
Estudos que visam o desenvolvimento de novas terapias contra o 
câncer têm demonstrado aumento dos níveis da proteína p27Kip1 em células 
tumorais quando expostas aos inibidores de FASN (Knowles et al., 2004; 
Menendez et al., 2004; Carvalho et al., 2008). Similarmente, demonstrou-se neste 
estudo um aumento dos níveis de expressão da proteína p27Kip1 nas amostras de 
displasias e CECs dos grupos tratados com triclosan após e simultanemente ao 4-
NQO (p = 0,05), o que foi observado também no western blotting das células SCC-
9 quando expostas à droga. 
A imunopositividade para Ki-67, antígeno nuclear associado à 
proliferação que é específico para as células nas fases ativas do ciclo celular (Kill, 
1996), foi encontrada apenas nas células da camada basal e parabasal do epitélio 
normal, enquanto nas displasias e carcinomas a marcação era evidente também 
nas células das camadas espinhosa e superficial, o que está de acordo com 
outros estudos (Sato et al., 2002; Takeda et al., 2006; Hasina et al., 2009). Em 
epitélio normal o índice de Ki-67 foi de 8,1%, enquanto nas displasias e 
carcinomas estes índices foram superiores a 20% (p = 0,05). Estudos de 
carcinogênese experimental que avaliaram os índices de proliferação celular 
mostraram este aumento progressivo de Ki-67 dos estágios iniciais até a formação 
dos carcinomas (Sato et al., 2002; Campagnoli 2007; Hasina et al., 2009; Wilkey et 
al., 2009). Entretanto, ao comparar os valores dos índices de Ki-67 obtidos neste 
estudo com os descritos na literatura foram observadas algumas diferenças. 
Campagnoli (2007) encontrou índices de proliferação em displasias e carcinomas 
de 31,5% e 33,1% respectivamente, semelhante ao descrito por Sato et al., 
(2002). Hasina et al. (2009) evidenciaram índices de 32,3% nas displasias e 
47,8% nos carcinomas. O presente estudo mostrou índices inferiores de Ki-67 com 
médias de 21%, 24%, 22,4% e 25% nas displasias leve, moderada, severa/CEC in 
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situ e carcinomas, respectivamente. Além disso, foi observado que os índices de 
Ki-67 das amostras dos grupos tratados com triclosan após e simultaneamente ao 
4-NQO foram significativamente inferiores aos índices dos grupos tratados 
exclusivamente com 4-NQO (p = 0,05). Isto sugere que o uso do triclosan, neste 
estudo, pode ter contribuído para a redução dos índices de proliferação celular, 
confirmando os achados de citometria de fluxo, em que a linhagem celular SCC-9 
quando tratada com triclosan apresentou redução de 80% de células na fase S do 
ciclo celular. 
Os efeitos da inibição de FASN pelo triclosan foram evidenciados tanto 
no estudo in vitro como in vivo. O triclosan causou inibição da proliferação e 
aumento significativo das taxas de apoptose das células SCC-9 derivadas de 
CECs bucais. A administração de triclosan por via oral reduziu significativamente a 
incidência de CECs bucais no modelo de carcinogênese bucal induzida pelo 4-
NQO em camundongos, sugerindo que o triclosan pode ser mais uma alternativa 
quimiopreventiva e/ou quimioterapêutica para estes tumores e reforçando os 
achados prévios da ação antitumorigênica dos inibidores de FASN. Entretanto, 
mais estudos utilizando ensaios de western blotting e análise da atividade da 
enzima FASN dos tecidos tumorais do modelo murino devem ser realizados para 
confirmar os achados imunoistoquímicos, bem como a ação quimiopreventi 






1. A inibição de FASN pelo triclosan reduziu a proliferação celular e aumentou a 
apoptose na linhagem celular SCC-9 derivada de CEC bucal humano. 
 
2. O tratamento das células SCC-9 com triclosan aumentou as quantidades das 
proteínas FASN e p27Kip1 e diminuiu as quantidades de Skp2 e ErbB2. 
 
3. A inibição de FASN pelo triclosan reduziu a incidência de CECs em 
camundongos BALB/c expostos ao 4-NQO. 
 
4. A imunomarcação de FASN, ErbB2, p27Kip1 e Ki-67 aumentou significativamente 
nas displasias e CECs quando comparadas com o epitélio normal de 
camundongos BALB/c. 
 
5. A análise imunoistoquímica sugeriu menor expressão de FASN e ErbB2 nas 
displasias e CECs desenvolvidos nos camundongos BALB/c tratados com 
triclosan após e simultaneamente ao 4-NQO em comparação aos tratados 
exclusivamente com 4-NQO. 
 
6. O triclosan causou diminuição da proliferação celular e aumento da expressão 
da proteína p27Kip1 nas displasias e CECs dos camundongos BALB/c expostos ao 
4-NQO. 
 
7. Este estudo sugere que o bloqueio de FASN pelo triclosan pode ser mais uma 
alternativa quimiopreventiva e quimioterapêutica para os CECs bucais, reforçando 




8. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS* 
 
Accioly MT, Pacheco P, Maya-Monteiro CM, Carossini N, Robbs BK, Oliveira SS, 
et al. Lipid bodies are reservoirs of cyclooxygenase-2 and sites of prostaglandin-E2 
synthesis in colon cancer cells. Cancer Res. 2008; (68):1732-40. 
 
Agostini M, Silva SD, Zecchin KG, Coletta RD, Jorge J, Loda M, et al. Fatty acid 
synthase is required for the proliferation of human oral squamous carcinoma cells. 
Oral Oncol. 2004; 40(7):728-35. 
 
Aguiar FC, Kowalski LP, Almeida OP. Clinicopathological and 
immunohistochemical evaluation of oral squamous cell carcinoma in patients with 
early local recurrence. Oral Oncol. 2007; 43(6):593-601. 
 
Aja S, Landree LE, Kleman AM, Medghalchi SM, Vadlamudi A, McFadden JM, et 
al. Pharmacological stimulation of brain carnitine palmitoyl-transferase-1 decreases 
food intake and body weight. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2008; 
294(2):R352-61. 
 
Angermüller S, Fahimi HD. Imidazole-buffered osmium tetroxide: an excellent stain 
for visualization of lipids in transmission electron microscopy. Histochem J. 1982; 
14(5):823-35.  
 
Angiero F, Berenzi A, Benetti A, Rossi E, Sordo RD, Sidoni A, et al. Expression of 
p16, p53, and ki-67 proteins in the progression of epithelial dysplasia of the oral 
cavity. Anticancer Res. 2008; (28):2535-9. 
 
*De acordo com a norma da UNICAMP/FOP, baseadas nas normas do Internacional 
Committee of Medical Journal Editors – Grupo de Vancouver. Abreviatura dos periódicos 
em conformidade com o Medline. 
98 
 
Barba I, Cabañas ME, Arús C. The relationship between nuclear magnetic 
resonance-visible lipids, lipid droplets, and cell proliferation in cultured C6 cells. 
Cancer Res. 1999; 59(8):1861-8. 
 
Barba I, Mann P, Cabañas ME, Arús C, Gasparovic C. Mobile lipid production after 
confluence and pH stress in perfused C6 cells. NMR Biomed. 2001; 14(1):33-40. 
 
Bastos DC. Efeitos da inibição da atividade de FASN sobre a linfangiogênese em 
modelo murino. [tese]. Piracicaba: UNICAMP/FOP; 2009. 
 
Ben-Izhak O, Akrish S, Gan S, Nagler RM. Skp2 and salivary cancer. Cancer Biol 
Ther. 2009; 8(2):153-8. 
 
Bezabeh T, Mowat MR, Jarolim L, Greenberg AH, Smith IC. Detection of drug-
induced apoptosis and necrosis in human cervical carcinoma cells using 1HNMR 
spectroscopy. Cell Death Differ. 2001; 8(3):219-24. 
 
Bhargava HN, Leonard PA. Triclosan: applications and safety. Am J Infect Control. 
1996; 24(3):209-18. 
 
Birner P, Ritzi M, Musahl C, Knippers R, Gerdes J, Voigtländer T, et al. 
Immunohistochemical detection of cell growth fraction in formalin-fixed and 
paraffin-embedded murine tissue. Am J Pathol. 2001; 158(6):1991-6. 
 
Blain SW, Scher HI, Cordon-Cardo C, Koff A. p27 as a target for cancer 
therapeutics. Cancer Cell 2003; 3(2):111-5. 
 
Boyd NM, Reade PC. Mechanisms of carcinogenesis with particular reference to 
the oral mucosa. J Oral Pathol. 1988; 17(5):193-201. 
99 
 
Bozza PT, Viola JP. Lipid droplets in inflammation and cancer. Prostaglandins 
Leukot Essent Fatty Acids. 2010; 82(4-6):243-50. 
 
Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram 
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem. 
1976; (72):448-454. 
 
Brown MS, Goldstein JL. The SREBP pathway: regulation of cholesterol 
metabolism by proteolysis of a membrane-bound transcription factor. Cell 1997; 
89(3):331-40. 
 
Caliaro MJ, Marmouget C, Guichard S, Mazars P, Valette A, Moisand A, et al. 
Response of four human ovarian carcinoma cell lines to all-trans retinoic acid: 
relationship with induction of differentiation and retinoic acid receptor expression. 
Int J Cancer. 1994; 56(5):743-8. 
 
Campagnoli EB. Expressão da acido graxo sintase, ErbB-2, p27 E Skp2 na 
carcinogênese bucal induzida por 1-óxido 4-nitroquinolina em camundongos e 
efeito antitumoral do Orlistat. [tese]. Piracicaba: UNICAMP/FOP; 2007. 
 
Carrano AC, Eytan E, Hershko A, Pagano M. SKP2 is required for ubiquitin-
mediated degradation of the CDK inhibitor p27. Nat Cell Biol. 1999; 1(4):193-9. 
 
Carvalho MA, Zecchin KG, Seguin F, Bastos DC, Agostini M, Rangel AL, et al. 
Fatty acid synthase inhibition with Orlistat promotes apoptosis and reduces cell 





Catzavelos C, Bhattacharya N, Ung YC, Wilson JA, Roncari L, Sandhu C, et al. 
Decreased levels of the cell-cycle inhibitor p27Kip1 protein: prognostic implications 
in primary breast cancer. Nat Med. 1997; 3(2):227-30. 
 
Chiarle R, Fan Y, Piva R, Boggino H, Skolnik J, Novero D, et al. S-phase kinase-
associated protein 2 expression in non-Hodgkin's lymphoma inversely correlates 
with p27 expression and defines cells in S phase. Am J Pathol. 2002; 160(4):1457-
66. 
 
Chirala SS, Chang H, Matzuk M, Abu-Elheiga L, Mao J, Mahon K, et al. Fatty acid 
synthesis is essential in embryonic development: fatty acid synthase null mutants 
and most of the heterozygotes die in utero. Proc Natl Acad Sci U S A. 2003; 
100(11):6358-63. 
 
Choi HR, Tucker SA, Huang Z, Gillenwater AM, Luna MA, Batsakis JG. Differential 
expressions of cyclin-dependent kinase inhibitors (p27 and p21) and their relation 
to p53 and Ki-67 in oral squamous tumorigenesis. Int J Oncol. 2003; 22(2):409-14. 
 
Chow CW, Tabrizi SN, Tiedemann K, Waters KD. Squamous cell carcinomas in 
children and young adults: a new wave of a very rare tumor? J Pediatr Surg. 2007; 
42(12):2035-9. 
 
Ciechanover A, Schwartz AL. The ubiquitin system: pathogenesis of human 
diseases and drug targeting. Biochim Biophys Acta. 2004; 1695(1-3):3-17. 
 
Conway DI, Stockton DL, Warnakulasuriya KA, Ogden G, Macpherson LM. 
Incidence of oral and oropharyngeal cancer in United Kingdom (1990-1999) -- 




Coombes D, Cascarini L, Booth PW. Carcinoma of the midline dorsum of the 
tongue. Br J Oral Maxillofac Surg. 2008; 46(6):485-6. 
 
Delikatny EJ, Roman SK, Hancock R, Jeitner TM, Lander CM, Rideout DC, et al. 
Tetraphenylphosphonium chloride induced MR-visible lipid accumulation in a 
malignant human breast cell line. Int J Cancer. 1996; 67(1):72-9. 
 
Delikatny EJ, Cooper WA, Brammah S, Sathasivam N, Rideout DC. Nuclear 
magnetic resonance-visible lipids induced by cationic lipophilic chemotherapeutic 
agents are accompanied by increased lipid droplet formation and damaged 
mitochondria. Cancer Res. 2002; 62(5):1394-400. 
 
Dujic J, Kippenberger S, Ramirez-Bosca A, Diaz-Alperi J, Bereiter-Hahn J, 
Kaufmann R, Bernd A, Hofmann M. Curcumin in combination with visible light 
inhibits tumor growth in a xenograft tumor model. Int J Cancer. 2009; 124(6):1422-
8. 
 
Epstein JI, Carmichael M, Partin AW. OA-519 (fatty acid synthase) as an 
independent predictor of pathologic state in adenocarcinoma of the prostate. 
Urology 1995; 45(1):81-6. 
 
Esquenet M, Swinnen JV, Van Veldhoven PP, Denef C, Heyns W, Verhoeven G. 
Retinoids stimulate lipid synthesis and accumulation in LNCaP prostatic 
adenocarcinoma cells. Mol Cell Endocrinol. 1997; 136(1):37-46. 
 
Field JK, Spandidos DA, Yiagnisis M, Gosney JR, Papadimitriou K, Stell PM. C-
erbB-2 expression in squamous cell carcinoma of the head and neck. Anticancer 




Flavin R, Peluso S, Nguyen PL, Loda M. Fatty acid synthase as a potential 
therapeutic target in cancer. Future Oncol. 2010; 6(4):551-62. 
 
Florenes VA, Maelandsmo GM, Kerbel RS, Slingerland JM, Nesland JM, Holm R. 
Protein expression of the cell-cycle inhibitor p27Kip1 in malignant melanoma: 
inverse correlation with disease-free survival. Am J Pathol. 1998; 153(1):305-12. 
 
Fujieda S, Inuzuka M, Tanaka N, Sunaga H, Fan GK, Ito T, et al. Expression of 
p27 is associated with Bax expression and spontaneous apoptosis in oral and 
oropharyngeal carcinoma. Int J Cancer. 1999; 84(3):315-20. 
 
Fukuda H, Noguchi T, Iritani N Transcriptional regulation of fatty acid synthase 
gene and ATP citrate-lyase gene by Sp1 and Sp3 in rat hepatocytes(1). FEBS Lett. 
1999; 464(3):113-7. 
 
Gaffar A, Scherl D, Afflitto J, Coleman EJ. The effect of triclosan on mediators of 
gingival inflammation. J Clin Periodontol. 1995; 22(6):480-4. 
 
Gale N, Pilch BZ, Sidransky D, Naggar A, Westra W, Califano J, et al. Epithelial 
precursor lesions. In: Barnes L, Eveson JW, Reichart P, Sidransky D. World Health 
Organization Classification of Tumors. Pathology and Genetics: Head and Neck 
Tumors. IARC Press: Lyon 2005; Chapter 4, p177-9. 
 
Gerdes J, Li L, Schlueter C, Duchrow M, Wohlenberg C, Gerlach C, et al. 
Immunobiochemical and molecular biologic characterization of the cell 
proliferation-associated nuclear antigen that is defined by monoclonal antibody Ki-




Gonzalez-Moles MA, Caballero R, Rodriguez-Archilla A, Ruiz-Avila I, Bravo I 
Prognosis value of the expression of Ki-67 for squamous cell carcinoma of the oral 
cavity. Acta Stomatol Belg. 1996; 93(4):159-65. 
 
Goto M, Tsukamoto T, Inada K, Mizoshita T, Ogawa T, Terada A, et al. Loss of 
p21WAF1/CIP1 expression in invasive fronts of oral tongue squamous cell 
carcinomas is correlated with tumor progression and poor prognosis. Oncol Rep. 
2005; (4):837-46. 
 
Greenspan P, Mayer EP, Fowler SD. Nile red: a selective fluorescent stain for 
intracellular lipid droplets. J Cell Biol. 1985; 100(3):965-73. 
 
Grunt TW, Wagner R, Grusch M, Berger W, Singer CF, Marian B. et al. Interaction 
between fatty acid synthase- and ErbB-systems in ovarian cancer cells. Biochem 
Biophys Res Commun. 2009; 385(3):454-9. 
 
Gstaiger M, Jordan R, Lim M, Catzavelos C, Mestan J, Slingerland J, et al. Skp2 is 
oncogenic and overexpressed in human cancers. Proc Natl Acad Sci U S A. 2001; 
98(9):5043-8. 
 
Guo CB, Cui NB, Yu GY, Liu DX, Meng SC, Song Q. Effects of cerulenin on the 
endogenous fatty acid synthetic activity in squamous cell carcinoma of the oral 
cavity. J Oral Maxillofac Surg. 2003; 61(8):909-12. 
 
Harper JW, Adami G, Wei N, Keyomarsi K, Ellege SJ. The p21kd Cdk interacting 





Hasina R, Martin LE, Kasza K, Jones CL, Jalil A, Lingen MW. ABT-510 is an 
effective chemopreventive agent in the mouse 4-nitroquinoline 1-oxide model of 
oral carcinogenesis. Cancer Prev Res. 2009; 2(4):385-93. 
 
Heath RJ, Rubin JR, Holland DR, Zhang E, Snow ME, Rock CO. Mechanism of 
triclosan inhibition of bacterial fatty acid synthesis. J Biol Chem. 1999; 
274(16):11110-4. 
 
Hecht SS. Tobacco carcinogens, their biomarkers and tobacco-induced cancer. 
Nat Rev Cancer. 2004; 3(10):733-44. 
 
Heemers H, Maes B, Foufelle F, Heyns W, Verhoeven G, Swinnen JV. Androgens 
stimulate lipogenic gene expression in prostate cancer cells by activation of the 
sterol regulatory element-binding protein cleavage activating protein/sterol 
regulatory element-binding protein pathway. Mol Endocrinol. 2001; 15(10):1817-28. 
 
Heid HW, Moll R, Schwetlick I, Rackwitz HR, Keenan TW. Adipophilin is a specific 
marker of lipid accumulation in diverse cell types and diseases. Cell Tissue Res. 
1998; 294(2):309-21. 
 
Hershko A, Ciechanover A. The ubiquitin system. Annu Rev Biochem. 1998; 
(67):425-79. 
 
Hoang TT, Schweizer HP. Characterization of Pseudomonas aeruginosa enoyl-
acyl carrier protein reductase (FabI): a target for the antimicrobial triclosan and its 
role in acylated homoserine lactone synthesis. J Bacteriol. 1999; 181(17):5489-97. 
 
Horiguchi A, Asano T, Asano T, Ito K, Sumitomo M, Hayakawa M. Fatty acid 
synthase over expression is an indicator of tumor aggressiveness and poor 
prognosis in renal cell carcinoma. J Urol. 2008; 180(3):1137-40. 
105 
 
Hou L, Shi D, Tu SM, Zhang HZ, Hung MC, Ling D. Oral cancer progression and c-
erbB-2/neu proto-oncogene expression. Cancer Lett. 1992; 65(3):215-20. 
 
Hovander L, Malmberg T, Athanasiadou M, Athanassiadis I, Rahm S, Bergman A. 
et al. Identification of hydroxylated PCB metabolites and other phenolic 
halogenated pollutants in human blood plasma. Arch Environ Cont Toxicol. 2002; 
42(1):105-17. 
 
INCA - Instituto Nacional do Câncer. Estimativas da incidência e mortalidade por 
câncer no Brasil, 2010.  Disponível em: 
http://www.inca.gov.br/estimativa/2010/index.asp?link=tabelaestados.asp&UF=BR. 
Acessado em 28/12/2009. 
 
Innocenzi D, Alo PL, Balzani A, Sebastiani V, Silipo V, La Torre G. Fatty acid 
synthase expression in melanoma. J Cutan Pathol. 2003; 30(1):23-8. 
 
Ito R, Yasui W, Ogawa Y, Toyosawa S, Tahara E, Ijuhin N. Reduced expression of 
cyclin-dependent kinase inhibitor p27(Kip1) in oral malignant tumors. Pathobiology 
1999; 67(4):169-73. 
 
Ito T, Mitui H, Udaka N, Hayashi H, Okudela K, Kanisawa M, et al. Ki-67 (MIB 5) 
immunostaining of mouse lung tumors induced by 4-nitroquinoline 1-oxide. 
Histochem Cell Biol. 1998; 110(6):589-93. 
 
Jayakumar A, Tai M, Huang W, Al-Fell W, Hsu M, Abu-Elheiga L, et al. Human 
fatty acid synthase: properties and molecular cloning. Proc Natl Acad Sci USA. 
1995; 92(19):8695-9. 
 
Johnson N, Franceschi S, Ferlay J, Ramadas K, Schimid S, McDonald DG, et al. 
Squamous cell carcinoma. In: Barnes L, Evenson JW, Reichart P, Sidransky D. 
106 
 
World Health Organization Classification of Tumors. Pathology and Genetics: Head 
and Neck Tumors. IARC Press: Lyon 2005; Chapter 4, 168-75. 
 
Kanetoshi A, Ogawa H, Katsura E, Okui T, Kaneshima H. Disposition and 
excretion of Irgasan DP300 and its chlorinated derivatives in mice. Arch Environ 
Contam Toxicol. 1988; (17):637-44. 
 
Kanojia D, Vaidya MM. 4-nitroquinoline-1-oxide induced experimental oral 
carcinogenesis. Oral Oncol. 2006; 42(7):655-67. 
 
Keikhaee MR, Kudo Y, Siriwardena S, Wu L, Ogawa I, Takata T. Skp2 expression 
is associated with down-regulation of p27 protein and cell proliferation in salivary 
adenoid cystic carcinoma. Virchows Arch. 2007; 450(5):567-74. 
 
Kersten S. Mechanisms of nutritional and hormonal regulation of lipogenesis. 
EMBO Rep. 2001; 2(4):282-6. 
 
Khan AJ, King BL, Smith BD, Smith GL, DiGiovanna MP, Carter D, et al. 
Characterization of the HER-2/neu oncogene by immunohistochemical and 
fluorescence in situ hybridization analysis in oral and oropharyngeal squamous 
cell carcinoma. Clin Cancer Res. 2002; 8(2):540-8. 
 
Kill IR. Localisation of the Ki-67 antigen within the nucleolus. Evidence for a 
fibrillarin-deficient region of the dense fibrillar component. J Cell Sci. 1996; 109 
(6):1253-63. 
 
Kinkel AD, Fernyhough ME, Helterline DL, Vierck JL, Oberg KS, Vance TJ, et al. 





Kitajima S, Kudo Y, Ogawa I, Bashir T, Kitagawa M, Miyauchi M. Role of Cks1 
overexpression in oral squamous cell carcinomas: cooperation with Skp2 in 
promoting p27 degradation. Am J Pathol. 2004; 165(6):2147-55. 
 
Knowles LM, Axelrod F, Browne CD, Smith JW. A fatty acid synthase blockade 
induces tumor cell-cycle arrest by down-regulating Skp2. J Biol Chem. 2004; 279 
(29):30540-45. 
 
Koepp DM, Harper JW, Elledge SJ. How the cyclin became a cyclin: regulated 
proteolysis in the cell cycle. Cell 1999; 97(4):431-4. 
 
Koopman R, Schaart G, Hesselink MK. Optimisation of oil red O staining permits 
combination with immunofluorescence and automated quantification of lipids. 
Histochem Cell Biol. 2001; 116(1):63-8. 
 
Kridel SJ, Axelrod F, Rozenkrantz N, Smith JW. Orlistat is a novel inhibitor of fatty 
acid synthase with antitumor activity. Cancer Res. 2004; 15; 64(6):2070-5. 
 
Krontiras H, Roye GD, Beenken SE, Myers RB, Mayo MS, Peters GE, et al. Fatty 
acid synthase expression is increased in neoplastic lesions of the oral tongue. 
Head Neck 1999; 21(4):325-29. 
 
Kudo Y, Takata T, Yasui W, Ogawa I, Miyauchi M, Takekoshi T, et al. Reduced 
expression of cyclin-dependent kinase inhibitor p27Kip1 is an indicator of 
malignant behavior in oral squamous cell carcinoma. Cancer 1998; 83(12):2447-
55. 
 
Kudo Y, Kitajima S, Sato S, Miyauchi M, Ogawa I, Takata T. High expression of S-
phase kinase-interacting protein 2, Human F-box protein, correlates with poor 
prognosis in oral squamous cell carcinomas. Cancer Res. 2001; 61(19):7044-7. 
108 
 
Kudo Y, Kitajima S, Ogawa I, Miyauchi M, Takata T. Down-regulation of Cdk 
inhibitor p27 in oral squamous cell carcinoma. Oral Oncol. 2005; 41(2):105-16. 
 
Kuhajda FP, Fatty-acid synthase and human cancer: new perspectives on its role 
in tumor biology. Nutrition 2000; 16(3):202-8. 
 
Kuhajda FP, Pizer ES, Li JN, Mani NS, Frehywot GL, Townsend CA. Synthesis 
and antitumor activity of an inhibitor of fatty acid synthase. Proc Natl Acad Sci U S 
A. 2000; 97(7):3450-4. 
 
Kumar-Sinha C, Ignatoski KW, Lippman ME, Either SP, Chinnaiyan AM. 
Transcriptome analysis of HER2 reveals a molecular connection to fatty acid 
synthesis. Cancer Res. 2003; 63(1):132-9. 
 
Kuo MY, Hsu HY, Kok SH, Kuo RC, Yang H, Hahn LJ, et al. Prognostic role of 
p27(Kip1) expression in oral squamous cell carcinoma in Taiwan. Oral Oncol. 
2002; 38(2):172-8. 
 
Kuropkat C, Venkatesan TK, Caldarelli DD, Panje WR, Hutchinson J, Preisler HD, 
et al. Abnormalities of molecular regulators of proliferation and apoptosis in 
carcinoma of the oral cavity and oropharynx. Auris Nasus Larynx 2002; 29(2):165-
74. 
 
Kusakabe T, Nashimoto A, Honma K, Suzuki T. Fatty acid synthase is highly 
expressed in carcinoma, adenoma and in regenerative epithelium and intestinal 
metaplasia of the stomach. Histopathology 2002; 40(1):71-9. 
 
Lacasa D, Le Liepvre X, Ferre P, Dugail I Progesterone stimulates adipocyte 
determination and differentiation 1/sterol regulatory element-binding protein 1c 
109 
 
gene expression. potential mechanism for the lipogenic effect of progesterone in 
adipose tissue. J Biol Chem. 2001; 276(15):11512-6. 
 
Lee MH, Reynisdóttir I, Massagué J. Cloning of p57KIP2, a cyclin-dependent 
kinase inhibitor with unique domain structure and tissue distribution. Genes Dev. 
1995; 9(6):639-49. 
 
Levy CW, Roujeinikova A, Sedelnikova S, Baker PJ, Stuitje AR, Slabas AR, et al. 
Molecular basis of triclosan activity. Nature 1999; 398(1):383-4. 
 
Li JN, Gorospe M, Cherst FJ, Kumaravel TS, Evans MK, Han WH. 
Pharmacological inhibition of fatty acid synthase activity produces both cytostatic 
and citotoxic effects modulated by p53. Cancer Res. 2001; 61(4):1493-9. 
 
Li Q, Murphy M, Ross J, Sheehan C, Carlson JA. Skp2 and p27kip1 expression in  
melanocytic nevi and melanoma: an inverse relationship. J Cutan Pathol. 2004; 
31(10):633-42. 
 
Li Z, Carrier L, Belame A, Thiyagarajah A, Salvo VA, Burow ME.et al. Combination 
of methylselenocysteine with tamoxifen inhibits MCF-7 breast cancer xenografts in 
nude mice through elevated apoptosis and reduced angiogenesis. Breast Cancer 
Res Treat. 2009; 118(1):33-43. 
 
Lin YJ. Buccal absorption of triclosan following topical mouthrinse application. Am 
J Dent. 2000; 13(4):215-7. 
 
Liu B, Wang Y, Fillgrove KL, Anderson VE. Triclosan inhibits enoyl-reductase of 
type I fatty acid synthase in vitro and is cytotoxic to MCF-7 and SKBr-3 breast 




Liu SC, Sauter ER, Clapper ML, Feldman RS, Levin L, Chen SY,.et al. Markers of 
cell proliferation in normal epithelia and dysplastic leukoplakias of the oral cavity. 
Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 1998; 7(7):597-603. 
 
Llewellyn CD, Johnson NW, Warnakulasuriya KA. Risk factors for squamous cell 
carcinoma of the oral cavity in young people--a comprehensive literature review. 
Oral Oncol. 2001; 37(5):401-18. 
  
Loda M, Cukor B, Tam SW, Lavin P, Fiorentino M, Draetta GF. Increased 
proteasome-dependent degradation of the cyclin-dependent kinase inhibitor p27 in 
aggressive colorectal carcinomas. Nat Med. 1997; 3(2):231-4. 
 
Lu L, Schulz H, Wolf DA. The F-box protein Skp2 mediates androgen control of 
p27 stability in LNCaP human prostate cancer cells. BMC Cell Biology 2002; 
3(22):1-13. 
 
Lu S, Archer MC. Fatty acid synthase is a potential molecular target for the 
chemoprevention of breast cancer. Carcinogenesis 2005; 26(1):153-7. 
 
Marti A, Wirbelauer C, Scheffner M, Krek W. Interaction between ubiquitin-protein 
ligase SCFSKP2 and E2F-1 underlies the regulation of E2F-1 degradation. Nat 
Cell Biol. 1999; 1(1):14-9. 
 
Mashima T, Seimiya H, Tsuruo T. De novo fatty-acid synthesis and related 
pathways as molecular targets for cancer therapy. Br J Cancer. 2009; 100(9):1369-
72. 
 
Masuda TA, Inoue H, Sonoda H, Mine S, Yoshikawa Y, Nakayama K, et al. Clinical 
and biological significance of S-phase kinase-associated protein 2 (Skp2) gene 
111 
 
expression in gastric carcinoma: modulation of malignant phenotype by Skp2 
overexpression, possibly via p27 proteolysis. Cancer Res. 2002; 62(13):3819-25. 
 
McMurry LM, Oethinger M, Levy SB. Triclosan targets lipid synthesis. Nature 1998; 
394(6):531-2. 
 
Menendez JA, Lupu R. Fatty acid synthase and the lipogenic phenotype in cancer 
pathogenesis. Nat Rev Cancer. 2007; 7(10):763-77. 
 
Menendez JA, Vellon L, Mehmi I, Oza BP, Ropero S, Colomer R, et al. Inhibition of 
fatty acid synthase (FAS suppresses HER2/neu (erbB-2) oncogene overexpression 
in cancer cells. Proc Nac Acad Sci USA. 2004; 101(29):1075-20. 
 
Milkevitch M, Shim H, Pilatus U, Pickup S, Wehrle JP, Samid D, Poptani H, 
Glickson JD, Delikatny EJ. Increases in NMR-visible lipid and 
glycerophosphocholine during phenylbutyrate-induced apoptosis in human prostate 
cancer cells. Biochim Biophys Acta. 2005; 1734(1):1-12. 
 
Mineta H, Miura K, Suzuki I, Takebayashi S, Amano H, Araki K, et al. Low p27 
expression correlates with poor prognosis for patients with oral tongue squamous 
cell carcinoma. Cancer 1999; 85(5):1011-7. 
 
Miyamoto S, Yasui Y, Kim M, Sugie S, Murakami A, Ishigamori-Suzuki R, et al. A 
novel rasH2 mouse carcinogenesis model that is highly susceptible to 4-NQO-
induced tongue and esophageal carcinogenesis is useful for preclinical 
chemoprevention studies. Carcinogenesis 2008; 9(2):418-26. 
 
Mognetti B, Di Carlo F, Berta GN. Animal models in oral cancer research. Oral 




Montebugnoli L, Badiali G, Marchetti C, Cervellati F, Farnedi A, Foschini MP. 
Prognostic value of Ki67 from clinically and histologically 'normal' distant mucosa in 
patients surgically treated for oral squamous cell carcinoma: a prospective study. 
Int J Oral Maxillofac Surg. 2009; 38(11):1165-72. 
 
Murphy DJ. The biogenesis and functions of lipid bodies in animals, plants and 
microorganisms. Prog Lipid Res. 2001; 40(5):325-438. 
 
Muthusamy K, Halbert G, Roberts F. Immunohistochemical staining for adipophilin, 
perilipin and TIP47. J Clin Pathol. 2006; 59(11):1166-70. 
 
Nakayama K, Nagahama H, Minamishima YA, Miyake S, Ishida N, Hatakeyama S. 
et al. Skp2-mediated degradation of p27 regulates progression into mitosis. Dev 
Cell. 2004; 6(5):661-72. 
 
Nagler RM, Kerner H, Laufer D, Ben-Eliezer S, Minkov I, Ben-Itzhak O. Squamous 
cell carcinoma of the tongue: the prevalence and prognostic roles of p53, Bcl-2, c-
erbB-2 and apoptotic rate as related to clinical and pathological characteristics in a 
retrospective study. Cancer Lett. 2002; 186(2):137-50. 
 
Nagao M, Sugimura T. Molecular biology of the carcinogen, 4-nitroquinoline 1-
oxide. Adv Cancer Res. 1976; (23):131-69.  
 
Nauta JM, Roodenburg JL, Nikkels PG, Witjes MJ, Vermey A. Comparison of 
epithelial dysplasia--the 4NQO rat palate model and human oral mucosa. Int J Oral 
Maxillofac Surg. 1995; 24(1 Pt 1):53-8. 
 
Nemoto T, Terashima S, Kogure M, Hoshino Y, Kusakabe T, Suzul T. 
Overexpression of fatty acid synthase in oesophageal squamous cell dysplasia and 
carcinoma. Pathobiology 2001; 69(6):297-303. 
113 
 
Nunoshiba T, Demple B. Potent intracellular oxidative stress exerted by the 
carcinogen 4-nitroquinoline-N-oxide. Cancer Res. 1993; 53(14):3250-2. 
 
O’Charoenrat P, Rhys-Evans PH, Modjtahedi H, Eccles SA. The role of C-erbB 
receptors and ligands in head and neck squamous cell carcinoma. Oral Oncol. 
2002; 38(7):627-40. 
 
Okawa Y, Hideshima T, Ikeda H, Raje N, Vallet S, Kiziltepe T et al. Fatty acid 
synthase is a novel therapeutic target in multiple myeloma. Br J Haematol. 2008; 
141(5):659-71. 
 
Opstad KS, Bell BA, Griffiths JR, Howe FA. An investigation of human brain tumour 
lipids by high-resolution magic angle spinning 1H MRS and histological analysis. 
NMR Biomed. 2008; 21(7):677-85. 
 
O'Regan EM, Toner ME, Finn SP, Fan CY, Ring M, Hagmar B et al. p16(INK4A) 
genetic and epigenetic profiles differ in relation to age and site in head and neck 
squamous cell carcinomas. Hum Pathol. 2008; 39(3):452-8. 
 
Orita H, Coulter J, Tully E, Kuhajda FP, Gabrielson E. Inhibiting fatty acid synthase 
for chemoprevention of chemically induced lung tumors. Clin Cancer Res. 2008; 
14(8):2458-64. 
 
Philipp-Staheli J, Kim KH, Payne SR, Gurley KE, Liggitt D, Longton G, et al. 
Pathway-specific tumor suppression reduction of p27 accelerates gastrointestinal 





Pierga JY, Leroyer A, Viehl P, Mosseri V, Chevillard S, Magdelénat H. Long term 
prognostic value of growth fraction determination by Ki-67 immunostaining in 
primary operable breast cancer. Breast Cancer Res Treat. 1996; 37(1):57-64. 
 
Pinto LS, de Aguiar FC Jr, Kowalski LP, Graner E, Lopes MA. FAS and ErbB2 
expression in early local recurrent oral cancer. J Oral Pathol Med. 2010; 39(2):176-
81. 
 
Piva R, Cancelli I, Cavalla P, Bortolotto S, Dominguez J, Draetta GF, et al. 
Proteasome-dependent degradation of p27/kip1 in gliomas. J Neuropathol Exp 
Neurol. 1999; 58(7):691-6. 
 
Piyathilake CJ, Frost AR, Manne U, Bell WC, Weiss H, Heimburger DC, et al. The 
expression of fatty acid synthase (FASE) is na early event in the development and 
progression of squamous cell carcinoma of the lung. Hum Pathol. 2000; 
31(9):1068-73. 
 
Pizer ES, Jackisch C, Wood FD, Pasternack GR, Davidson NE, Kuhajda F 
Inhibition of fatty acid synthesis induces programmed cell death in human breast 
cancer cells. Cancer Res. 1996a; 56(12):2745-7. 
 
Pizer ES, Wood FD, Heine HS, Romantsev FE, Pasternack GR, Kuhajda FP. 
Inhibition of fatty acid synthesis delays disease progression in a xenograft model of 
ovarian cancer. Cancer Res. 1996b; 56(6):1189-93. 
 
Pizer ES, Lax SF, Kuhajda FP, Pasternack GR, Kurman RJ. Fatty acid synthase 
expression in endometrial carcinoma correlation with cell proliferation and hormone 





Polyak K, Kato JY, Solomon MJ, Sherr CJ, Massague J, Roberts JM, et al. p27Kip1, 
a cyclin-Cdk inhibitor, links transforming growth factor-beta and contact inhibition to 
cell cycle arrest. Genes Dev. 1994; 8(1):9-22. 
 
Porter PL, Malone KE, Heagerty PJ, Alexander GM, Gatti LA, Firpo EJ, et al. 
Expression of cell-cycle regulators p27Kip1 and cyclin E, alone and in combination, 
correlate with survival in young breast cancer patients. Nat Med. 1997; 3(2):222-5. 
 
Puig T, Turrado C, Benhamú B, Aguilar H, Relat J, Ortega-Gutiérrez S, et al. Novel 
Inhibitors of Fatty Acid Synthase with Anticancer Activity. Clin Cancer Res. 2009; 
15(24):7608-15. 
  
Pulhez DA. Avaliação da expressão imunoistoquímica de Fatty Acid Synthase 
(FAS), c-erb-b2, p27 e Skp2 em carcinomas espinocelulares intrabucais, de lábio 
inferior e de pele [tese]. Piracicaba: UNICAMP/FOP; 2007. 
 
Quintero M, Cabañas ME, Arús C. A possible cellular explanation for the NMR-
visible mobile lipid (ML) changes in cultured C6 glioma cells with growth. Biochim 
Biophys Acta. 2007; 1771(1):31-44. 
 
Radom J, Salvayre R, Maret A, Nègre A, Douste-Blazy L. Metabolism of 1-
pyrenedecanoic acid and accumulation of neutral fluorescent lipids in cultured 
fibroblasts of multisystemic lipid storage myopathy. Biochim Biophys Acta. 1987; 
920(2):131-9. 
 
Ramìrez-Zacarías JL, Castro-Muñozledo F, Kuri-Harcuch W. Quantitation of 
adipose conversion and triglycerides by staining intracytoplasmic lipids with Oil red 




Rashid A, Pizer ES, Moga M, Milagrum LZ, Zahurak M, Pasternack GR, et al. 
Elevated expression of fatty acid synthase and fatty acid synthetic activity in 
colorectal neoplasia. Am J Pathol. 1997; 150(1):201-8. 
 
Raymond WA, Leong AS, Bolt JW, Milios J, Jose JS. Growth fractions in human 
prostatic carcinoma determined by Ki-67 immunostaining. J Pathol. 1988; 
156(2):161-7. 
 
Rubin I, Yarden Y. The basic biology of HER2. Ann Oncol. 2001;12 Suppl 1:S3-8. 
Salley JJ. Experimental carcinogenesis in the cheek pouch of the Syrian hamster. 
J Dent Res. 1954; 33(2):253-62. 
 
Salum FG, Martins GB, de Figueiredo MA, Cherubini K, Yurgel LS, Torres-Pereira 
C. Squamous cell carcinoma of the tongue after bone marrow transplantation in a 
patient with Fanconi anemia. Braz Dent J. 2006; 17(2):161-5. 
 
Sano D, Myers JN. Metastasis of squamous cell carcinoma of the oral tongue. 
Cancer Metastasis Rev. 2007; 26(3-4):645-62. 
 
Sato K, Okazaki Y, Tonogi M, Tanaka Y, Yamane GY. Expression of beta-catenin 
in rat oral epithelial dysplasia induced by 4-nitroquinoline 1-oxide. Oral Oncol. 
2002; 38(8):772-8. 
 
Scully C, Bagan J. Oral squamous cell carcinoma: overview of current 
understanding of aetiopathogenesis and clinical implications. Oral Dis. 2009; 
15(6):388-99. 
 
Scully C, Field JK, Tanzawa H. Genetic aberrations in oral or head and neck 
squamous cell carcinoma (SCCHN): 1. Carcinogen metabolism, DNA repair and 
cell cycle control. Oral Oncol. 2000; 36(3):256-63. 
117 
 
Seguin F. Estudo do papel biológico da enzima acido graxo sintase (FASN) na 
angiogênese induzida por melanoma murino [tese]. Piracicaba: UNICAMP/FOP; 
2009. 
 
Serrano M, Hannon GJ, Beach D. A new regulatory motif in cell-cycle control 
causing specific inhibition of cyclin D/CDK4. Nature 1993; 366(6456):704-7. 
 
Sherr CJ, Roberts JM. CDK inhibitors: positive and negative regulators of G1-
phase progression. Genes Dev. 1999; 13(12):1501-12. 
 
Shiboski CH, Schmidt BL, Jordan RC. Tongue and tonsil carcinoma: increasing 
trends in the U.S. population ages 20-44 years. Cancer 2005; 103(9):1843-9. 
 
Shintani S, Li C, Mihara M, Hino S, Nakashiro K, Hamakawa H. Skp2 and jab1 
expression are associated with inverse expression of p27 (KIP1) and poor 
prognosis in oral squamous cell carcinomas. Oncology 2003; 65(4):355-62. 
 
Shiotani H, Denda A, Yamamoto K, Kitayama W, Endoh T, Sasaki Y, et al. 
Increased expression of cyclooxygenase-2 protein in 4-nitroquinoline-1-oxide-
induced rat tongue carcinomas and chemopreventive efficacy of a specific inhibitor, 
nimesulide. Cancer Res. 2001; 61(4):1451-6. 
 
Signoretti S, Di Marcotullio L, Richardson A, Ramaswamy S, Isaac B, Rue M, et al. 
Oncogenic role of the ubiquitin ligase subunit Skp2 in human breast cancer. J Clin 
Invest. 2002; 110(5):633-41. 
 
Silva SD, Agostini M, Nishimoto IN, Coletta RD, Alves FA, Lopes MA, et al. 
Expression of fatty acid synthase, ErbB2 and Ki-67 in head and neck squamous 




Silva SD, Perez DE, Alves FA, Nishimoto IN, Pinto CA, Kowalski LP, Graner E. 
ErbB2 and fatty acid synthase (FAS) expression in 102 squamous cell carcinomas 
of the tongue: correlation with clinical outcomes. Oral Oncol. 2008; 44(5):484-90.  
 
Silva SD, Cunha IW, Nishimoto IN, Soares FA, Carraro DM, Kowalski LP, et al. 
Clinicopathological significance of ubiquitin-specific protease 2a (USP2a), fatty 
acid synthase (FASN), and ErbB2 expression in oral squamous cell carcinomas. 
Oral Oncol. 2009; 45(10):134-9. 
 
Siriwardena BS, Tilakaratne A, Amaratunga EA, Tilakaratne WM. Demographic, 
aetiological and survival differences of oral squamous cell carcinoma in the young 
and the old in Sri Lanka. Oral Oncol. 2006; 42(8):831-6. 
 
Slayden RA, Lee RE, Barry CE. Isoniazid affects multiple components of the type II 
fatty acid synthase system of Mycobacterium tuberculosis. Mol Microbiol. 2000; 
38(3):514-25. 
 
Srinivasan P, Suchalatha S, Babu PV, Devi RS, Narayan S, Sabitha KE, et al. 
Chemopreventive and therapeutic modulation of green tea polyphenols on drug 
metabolizing enzymes in 4-Nitroquinoline 1-oxide induced oral cancer. Chem Biol 
Interact. 2008; 172(3):224-34. 
 
Stewart MJ, Parikh S, Xiao G, Tonge PJ, Kisker C. Structural basis and 
mechanism of enoyl reductase inhibition by triclosan. J Mol Biol. 1999; 290(4):859-
65. 
 
Stoops JK, Wakil SJ. Animal fatty acid synthetase. A novel arrangement of the 
beta-ketoacyl synthetase sites comprising domains of the two subunits. J Biol 




Sun Z, Guan X, Li N, Liu X, Chen X. Chemoprevention of oral cancer in animal 
models, and effect on leukoplakias in human patients with ZengShengPing, a 
mixture of medicinal herbs. Oral Oncol. 2010; 46(2):105-10. 
 
Swinnen JV, Van Veldhoven PP, Esquenet M, Heyns W, Verhoeven G. Androgens 
markedly stimulate the accumulation of neutral lipids in the human prostatic 
adenocarcinoma cell line LNCaP. Endocrinology 1996; 137(10):4468-74. 
 
Takahiro T, Shinichi K, Toshimitsu S. Expression of Fatty Acid synthase as a 
prognostic indicator in soft tissue sarcomas. Clin Cancer Res. 2003; 9(6):2204-
2212. 
 
Takeda T, Sugihara K, Hirayama Y, Hirano M, Tanuma JI, Semba I. 
Immunohistological evaluation of Ki-67, p63, CK19 and p53 expression in oral 
epithelial dysplasias. J Oral Pathol Med. 2006; 35(6):369-75. 
 
Tan P, Cady B, Wanner M, Worland P, Cukor B, Magi-Galluzzi C, et al. The cell 
cycle inhibitor p27 is an independent prognostic marker in small (T1a,b) invasive 
breast carcinomas. Cancer Res. 1997; 57(7):1259-63.  
 
Tanaka T, Nishikawa A, Mori Y, Morishita Y, Mori H. Inhibitory effects of non-
steroidal anti-inflammatory drugs, piroxicam and indomethacin on 4-nitroquinoline 
1-oxide-induced tongue carcinogenesis in male ACI/N rats. Cancer Lett. 1990; 
50(2):165. 
 
Tanaka T, Makita H, Ohnishi M, Hirose Y, Wang A, Mori H, et al. Chemoprevention 
of 4-nitroquinoline 1-oxide-induced oral carcinogenesis by dietary curcumin and 





Tang XH, Knudsen B, Bemis D, Tickoo S, Gudas LJ. Oral cavity and esophageal 
carcinogenesis modeled in carcinogen-treated mice. Clin Cancer Res. 2004; 10(1 
Pt 1):301-13.  
 
Than NG, Sumegi B, Bellyei S, Berki T, Szekeres G, Janaky T, et al. Lipid droplet 
and milk lipid globule membrane associated placental protein 17b (PP17b) is 
involved in apoptotic and differentiation processes of human epithelial cervical 
carcinoma cells. Eur J Biochem. 2003; 270(6):1176-88. 
 
Toyoshima H, Hunter T. p27, a novel inhibitor of G1 cyclin-Cdk protein kinase 
activity, is related to p21. Cell 1994; 78(1):67-74. 
 
Uddin S, Hussain AR, Ahmed M, Bu R, Ahmed SO, Ajarim D et al. Inhibition of 
fatty acid synthase suppresses c-Met receptor kinase and induces apoptosis in 
diffuse large B-cell lymphoma. Mol Cancer Ther. 2010; 9(5):1244-55. 
 
Ulanovski D, Stern Y, Roizman P, Shpitzer T, Popovtzer A, Feinmesser R. 
Expression of EGFR and Cerb-B2 as prognostic factors in cancer of the tongue. 
Oral Oncol. 2004; 40(5):532-7. 
 
van de Sande T, De Schrijver E, Heyns W, Verthoeven G, Swinnem JV. Role of 
the phosphatidylinositol 3’-kinase/PTEN/Akt kinase pathway in the overexpression 
of fatty acid synthase in LNCaP prostate cancer cells. Cancer Res. 2002; 
62(3):642-6. 
 
Vered M, Yarom N, Dayan D. 4NQO oral carcinogenesis: animal models, 
molecular markers and future expectations. Oral Oncol. 2005; 41(4):337-9. 
 
Villalain J, Mateo CR, Aranda FJ, Shapiro S, Micol V. Membranotropic effects of 
the antibacterial agent Triclosan. Arch Biochem Biophys. 2001; 390(1):128-36. 
121 
 
Visca P, Sebastiani V, Pizer ES, Botti C, De Carli P, Filippi S, et al. 
Immunohistochemical expression and prognostic significance of FAS and GLUTI in 
bladder carcinoma. Anticancer Res. 2003; 23(1A):335-9. 
 
Wakil, S. J. Fatty acid synthase, a proficient multifuncional enzyme. Biochemistry 
1989; 28(11):4523-30. 
 
Wallenius K, Lekholm U. Oral cancer in rats induced by the water-soluble 
carcinogen 4-nitrochinoline N-oxide. Odontol Revy. 1973; 24(1):39-48. 
 
Wang X, Briggs MR, Hua X, Yokoyama C, Goldstein JL, Brown MS. Nuclear 
protein that binds sterol regulatory element of low density lipoprotein receptor 
promoter. II. Purification and characterization. J Biol Chem. 1993; 268(19):14497-
504. 
 
Wangsa D, Ryott M, Avall-Lundqvist E, Petersson F, Elmberger G, Luo J, et al. Ki-
67 expression predicts locoregional recurrence in stage I oral tongue carcinoma. Br 
J Cancer. 2008; 99(7):1121-8. 
 
Warburg O. On the origin of cancer cells. Science 1956; (123):309-14. 
 
Warin R, Chambers WH, Potter DM, Singh SV. Prevention of mammary 
carcinogenesis in MMTV-neu mice by cruciferous vegetable constituent benzyl 
isothiocyanate. Cancer Res. 2009; 69(24):9473-80. 
 
Warnakulasuriya S. Global epidemiology of oral and oropharyngeal cancer. Oral 
Oncol. 2009; 45(4-5):309-16. 
 
Wilkey JF, Buchberger G, Saucier K, Patel SM, Eisenberg E, Nakagawa H, et al. 
Cyclin D1 overexpression increases susceptibility to 4-nitroquinoline-1-oxide-
122 
 
induced dysplasia and neoplasia in murine squamous oral epithelium. Mol 
Carcinog. 2009; 48(9):853-61. 
 
Williams CS, Shattuck-Brandt RL, DuBois RN. The role of COX-2 in intestinal 
cancer. Expert Opin Investig Drugs. 1999; 8(1):1-12. 
 
Xia W, Lau YK, Zhang HZ, Liu AR, Li L, Kiyokawa N, et al.. Strong correlation 
between c-erbB-2 overexpression and overall survival of patients with oral 
squamous cell carcinoma. Clin Cancer Res. 1997; 3(1):3-9. 
 
Xia W, Lau YK, Zhang HZ, Xiao FY, Johnston DA, Liu AR, et al. Combination of 
EGFR, HER-2/neu, and HER-3 is a stronger predictor for the outcome of oral 
squamous cell carcinoma than any individual family members. Clin Cancer Res. 
1999; 5(12):4164-74. 
 
Yarden Y. Biology of HER2 and its importance in breast cancer. Oncology 2001; 
61 (Suppl 2):1-13. 
 
Yokoi S, Yasui K, Saito-Ohara F, Koshikawa K, Iizasa T, Fujisawa T, et al. A novel 
target gene, SKP2, within the 5p13 amplicon that is frequently detected in small 
cell lung cancers. Am J Pathol. 2002; 161(1):207-16. 
 
Zhang L, Wang C. F-box protein Skp2: a novel transcriptional target of E2F. 
Oncogene 2006; 25(18):2615-27. 
 
Zhang Y, Guo C, Yu G. A pilot study of fatty acid metabolism in oral squamous cell 
carcinoma. Int J Oral Maxillofac Surg. 2005; 34(1):78-81. 
 
Zhao W, Kridel S, Thorburn A, Kooshki M, Little J, Hebbar S, Robbins M. Fatty acid 




Zheng N, Schulman BA, Song L, Miller JJ, Jeffrey PD, Wang P, et al. Structure of 
the Cul1-Rbx1-Skp1-F boxSkp2 SCF ubiquitin ligase complex. Nature 2002; 
416(6882):703-9. 
 
Zuckerbraun HL, Babich H, May R, Sinensky MC. Triclosan: cytotoxicity, mode of 








Anexo 2. Coloração pela Hematoxilina e Eosina – Protocolo adotado no  
                 laboratório de Patologia Oral da FOP/UNICAMP 
 
01. Xilol 1..............................................................................................   10 minutos 
02. Xilol 2..............................................................................................   10 minutos 
03. Álcool absoluto...............................................................................    pôr e tirar 
04. Álcool 90%.....................................................................................    pôr e tirar 
05. Álcool 70%.....................................................................................    pôr e tirar 
06. Álcool 50%.....................................................................................    pôr e tirar 
07. Água de torneira............................................................................    duas trocas 
08. Passar em água destilada.............................................................    duas trocas 
09. Corar na Hematoxilina de Mayer...................................................    12 minutos 
10. Lavar em água de torneira.............................................................    duas trocas 
11. Deixar diferenciando com água.....................................................    15 minutos 
12. Colocar em álcool 80%..................................................................    02 minutos 
13. Colocar na Eosina-Floxina.............................................................    05 minutos 
14. Álcool absolutos I...........................................................................    pôr e tirar 
15. Álcool absolutos II..........................................................................    pôr e tirar 
16. Álcool absolutos III.........................................................................    pôr e tirar 
17. Xilol diafanização...........................................................................    03 minutos 
18. Xilol de montagem.........................................................................    03 minutos 









ANEXO 3.  


















1 15,85 11,12 2,5 21,54 28,05 19,83 35,5 32,14 
2 17,02 12,5 9,54 22,13 23,8 29,25 33,16 53,3 
3 9,7 14,3 38,54 29,76 25,12 19,58 39,02 52,1 
4 7,8 13,39 38,95 21,10 54,53 2,23 9,75 31,27 
5 7,75 14,79 38,35 22,10 31,4 19,41 52,32 54,7 
6 16,7 9,57 9,25 23,94 22,33 18,29 32,56 32,95 
7 8,83 8,51 2,02 51,4 25,72 22,05 33,5 51,32 
8 9,19 9,98 9,87 50,5 26,95 19,09 35,23 31,01 











































































































1 9,0 8,25 32,0 18,04 18,8 38,45 21,24 20,54 
2 8,0 8,5 27,03 16,0 24,0 17,0 25,3 19,43 
3 8,0 8,19 51,0 21,45 20,0 37,4 22,3 20,7 
4 9,5 7,02 26,0 27,46 14,53 22,42 22,17 22,3 
5 7,0 7,30 34,5 24,0 10,0 25,6 21,0 19,56 
6 6,0 10,0 29,0 13,5 19,33 26,41 22,5 16,3 
7 8,3 8,0 47,52 11,32 17,26 34,06 20,0 21,25 
8 7,0 7,75 38,0 12,16 20,79 35,08 220 19,77 





































































Valores médios dos índices de Ki-67 encontrados nos casos de epitélio normal, displásico 















N0 de casos Normal 








1 9 19 22 16 32 
2 8 34 38 20 26 
3 8 24 19 25 51 
4 10 19 15 24 26 
5 7 19 17 20 35 
6 6 21 21 28 29 
7 8 22 22 24 48 
8 7 16 38 22 38 
9 8 21 38 
 
18 
10 10 20 27 
 
14 
11 8 14 20 
 
11 
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Médias 




8 21 24 22,4 25 
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ANEXO 4. Materiais e métodos do estudo piloto in vitro para padronizar as 
concentrações de triclosan, utilizando a linhagem celular B16-F10. 
 
Cultura de células  
A linhagem celular B16-F10, derivada de melanoma de camundongo foi 
adquirida da American Type Culture Collection (ATCC, E.U.A.) e está disponível 
no Laboratório de Patologia Bucal da FOP/UNICAMP.  
As células B16-F10 foram cultivadas em frascos plásticos de 25 ou 75 cm2 
(NUNC, E.U.A.) com meio RPMI 1640 (Invitrogen) suplementado com 10% de 
FBS (Cultilab, Brasil), solução antibiótica e antimicótica na diluição de 1:100. Esta 
linhagem celular foi incubada a 37ºC, em atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% 
de umidade. As células foram subcultivadas quando atingiam confluência 
aproximada de 60-70%. Para isto, o meio de cultura foi removido, as células 
lavadas com 5 ml (frasco de 25 cm2) ou 10 ml (frasco de 75 cm2) de solução salina 
tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS) e incubadas a 37ºC com 0,5 ml ou 2 ml de 
tripsina a 2%, para frascos de 25 cm2 ou 75 cm2, respectivamente. Após período 
de 1 a 3 minutos as células ficavam separadas do assoalho dos frascos de cultura 
(o que foi determinado por observação em microscópio de contraste de fase), 
sendo a ação da tripsina interrompida pela adição de 5 ml (frasco de 25 cm2) ou 
10 ml (frasco de 75 cm2) de meio de cultura com 10% de FBS. A suspensão de 
células foi transferida para tubos cônicos de plástico de 15 ml estéreis (Corning, 
E.U.A.) e estes centrifugados a 800 xg por 3 minutos. Após remover e descartar o 
sobrenadante, o pellet de células foi ressuspendido em 5 ml de meio de cultura 
com 10% de FBS, as células contadas e replaqueadas em novos frascos de 25 ou 
75 cm2 (1x 103 células para 25 cm2; 1x105 células para 75 cm2). O meio de cultura 
foi trocado a cada 48h. 
Para manter o estoque congelado em nitrogênio líquido e trabalhar sempre 
com as células em passagens semelhantes, várias amostras de cada linhagem 
celular foram congeladas antes da realização dos experimentos, conforme descrito 
no ítem 4.1 (p.26-7).  
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Para o bloqueio da atividade de FASN o triclosan foi preparado conforme 
descrito no ítem 4.2 (p.27) e adicionado ao meio de cultura na concentração de 
2,5 μg/ml, sendo nos controles utilizado volume de DMSO nesta mesma 
concentração. Todas as soluções foram filtradas (Filter Corning 0,20 μm, 
Alemanha) antes de serem colocadas nos poços de cultura. 
 
Análise da proliferação celular 
Para as curvas de proliferação, as células B16-F10 foram plaqueadas 
em placas de 24 poços (5 x 103/poço) em 1 ml de RPMI contendo 10% de FBS e 
após 24h incubadas em meio livre de soro por mais 24h. Em seguida, RPMI 
contendo FBS e triclosan ou DMSO (controles) foram adicionados. Nos períodos 
de 24, 48, 72 e 96h, as células de três poços foram tripsinizadas e centrifugadas a 
800 xg por 3 minutos, o sobrenadante descartado e os pellets ressuspendidos em 
1 ml de meio RPMI com 10% de FBS. As células foram então contadas em 
câmara de Neubauer. Todas as contagens foram feitas em triplicata e os 
experimentos repetidos três vezes de maneira independente. Com os valores 
médios de cada período foram construídas curvas de proliferação, utilizando-se o 
programa Excel (Microsoft, E.U.A.). 
 
Análise do ciclo celular 
Os experimentos de citometria de fluxo foram realizados no laboratório do 
Prof. Dr. Aníbal E. Vercesi, do Departamento de Patologia Clínica da Faculdade 
de Ciências Médicas da UNICAMP, com a colaboração da Profa. Dra. Karina G. 
Zecchin. 
Para analisar a porcentagem de células em cada fase do ciclo celular, as 
células B16-F10 foram semeadas em placas de seis poços (15 x 103/poço) com 
meio RPMI suplementado com 10% de FBS. Após 24h, o meio foi substituído por 
RPMI livre de FBS e as células incubadas por mais 24h. Iniciou-se o tratamento 
com triclosan a 2,5 μg/ml nos frascos de tratamento e DMSO nos controles, em 
meio contendo 10% de FBS. Após 48 e 72h de exposição à droga, as células 
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foram coletadas e preparadas para marcação com iodeto de propídeo, conforme 
descrito no ítem 4.3 (p.28). 
 
Análise da apoptose pela técnica da Anexina V 
Para os ensaios de apoptose as células B16-F10 foram semeadas em 
placas de seis poços (15 x 103/poço) com meio RPMI suplementado com 10% de 
FBS. Após 24h, o triclosan foi adicionado nos frascos de tratamento e DMSO nos 
controles, como descrito anteriormente. Nos períodos de 48 e 72h de tratamento, 
as células foram tripsinizadas, lavadas em PBS e incubadas com Anexina V-FITC 





























ANEXO 5. Resultados dos efeitos do triclosan sobre a proliferação celular, ciclo 
celular e índices de apoptose das células B16-F10. 
 
Padronização das concentrações de triclosan 
Para verificar o efeito da inibição de FASN pelo triclosan sobre a 
proliferação das células de melanoma murino, 2,5 µg/ml de triclosan foi adicionado 
ao meio de cultura e curvas de proliferação foram construídas através da 
contagem das células em intervalos de 24h até completar 96h. Foi observada uma 
nítida diminuição do crescimento das células tratadas com triclosan, em 







Avaliação do efeito do triclosan sobre o ciclo celular das células B16-F10 
Para verificar o efeito da inibição de FASN com triclosan na distribuição 
das células B16-F10 nas fases do ciclo celular foram realizados experimentos de 
citometria de fluxo. 
Figura 1. Inibição do crescimento das células B16F10 tratadas com 2,5 μg/ml de triclosan. As células 
foram cultivadas em meio com triclosan () ou quantidade equivalente de DMSO (), pelo período 
máximo de 96h. Gráfico obtido a partir das contagens em triplicata, feitas em intervalos de 24h. Valores 
médios obtidos de três experimentos independentes (* p < 0,05; teste t de Student). 
134 
 
Após período de 48h, houve pequeno aumento na porcentagem de 
células na fase S (10,6%) em comparação com as células controle. Redução na 
porcentagem de células na fase S (36%) foi observada somente no período de 
72h de tratamento. Estes resultados sugerem que o triclosan na concentração de 
2,5 μg/ml não impediu a progressão do ciclo celular da maioria das células após 









Figura 2. Gráficos mostrando a distribuição das células B16-F10 nas fases do ciclo celular após 
tratamento com 2,5 μg/ml de triclosan. (A) Após 48h o triclosan não apresentou efeito inibidor na 
progressão do ciclo celular. (B) Houve uma diminuição de 36% da quantidade de células na fase 
S, concomitante com aumento de células na fase G0/G1 após 72h de tratamento (*p < 0,05; teste 
t de Student). 
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Avaliação do efeito do triclosan sobre o índice de apoptose das células B16-
F10 
Para analisar o efeito do triclosan sobre os índices de apoptose, as 
células B16-F10 foram semeadas em placas de seis poços (15 x 103/poço) em 1 
ml de RPMI contendo 10% de FBS. Depois de 24h o triclosan foi adicionado nos 
poços de tratamento e DMSO nos controles como descrito anteriormente. Após os 
períodos de 48h e 72h, as células foram tripsinizadas, lavadas em PBS e 
incubadas com Anexina V-FITC. O índice de apoptose obtido através de análise 
em citômetro de fluxo, foi duas vezes (126%) e três vezes maior (181%) nas 
células tratadas com 2,5 μg/ml de triclosan durante 48h e 72h, respectivamente 
(Figura 3).  
O triclosan bloqueia o ciclo celular e aumenta as taxas de apoptose em 
células derivadas de melanomas murinos B16-F10. Apesar das células B16-F10 
terem sido aqui utilizadas somente para estudo piloto, estes achados sugerem a 








Figura 3. A porcentagem de células apoptóticas após o tratamento com 2,5 μg/ml foi avaliada pela 
marcação com Anexina-V FITC em citômetro de fluxo. Nota-se que a apoptose aumentou em duas 
vezes (126%) e três vezes (181%) nas células tratadas durante 48h e 72h, respectivamente (* p < 
0,05; teste t de Student). 
